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ANEXOS

Comprobante de pago de lat2sa de presentacién de b2 solicitud.

Documento que acredita 2 existencia y representaciin legal cuando &t solicitante sea persona juridica.
Poderes, si fuera el caso.

Documento de cesitn del inventor al solicitante o a su causanta,

Declaracicnes

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccitn de fa soficitud internacional al casteftano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copta del examen prefiminar intermacional efectuada por i3 Autoridad Internacionat de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar intornacional efectuado por Ia IPEA

De ser ol caso, copia del contrato de acoeso.

De ser e caso, documents que acredite Ia isanciz o autorizacion de use da conocimientos
tradicionales de fas comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésite dal material hicldgico
Arte final 12X12 cm.

De ser el caso, informaciin de otras soficitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por e
mismo titular o su causante, relactonadas total o parcislmente con la invencidn de esta soficitud.

De ser el case, modificaciones efectuadas a ko solicitud intermacional, Nuevas Reivindicaciones

Otros: Informe da Busqueda de Artecedantss intermacional jurto con la traduccidn
Publicacion Internacional No. WO 20107124797 At

FIGURA CARACTERISTICA

Solicito la concesion de 13 patente,

NOMBRE: JAIME EDUARDO Dzenzymp\
FIRMA:

19.270/055 qbs TA T.P.43.308 C.S..
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2010/002342

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT b
NOTIFICATION OF THE RECORDING BAYER PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT
OF A CHANGE Law and Patents
Patents and Licensing
{(PCT Rule 92bis.] and i}jﬁ;ﬁg&g”se"
Administrative [nstructions, Section 422)
Date of mailing (davimonth’ear)
10 August 2011 (10,08.2011)
“\""lig:"'go"'g‘:ga'gg _'3;8&"“” IMPORTANT NOTIFICATION
Intemational application No, Intenational {iling date (daymonthyear)
PCT/EP2010/002342 16 April 2010 (16.04.2010)
1. The following indications appenred ou record concerning:
the applicant ] the inventor [ the agent L] the comman representative
Name and Address State of Nalionality State of Residence

BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT DE DE

Miilerstr, 178
13353 Berlin
Germany

Telephone No.

Fucsimile No.

E-mail address N

2. The International Dureau hercby notifics the applicant that the following change has been recorded colcerning:

[0 the person B4 ihe name O the addyess O the nationality [ the residence

Name and Address State of Nationality State of Residence
BAYER PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT DE DE
Miterstr. 178 Telephone No.

13353 Berdin

Germany

Facsimile Nao,

E-mail address
(] Netificutions by e-mail suthorized

3. Turther obscrvations, it necessary;

The above change has also been recorded in respect of the common representative, as indicated in the addressee box at
the top of this form.

4. A copy of this nolification has been sent lo:
B the receiving Office
[0 the Intemational Searching Authority

the International Preliminary Examining Authority
the desiguated Offices concemed
the clected Olfices concerned

O00OxXA

[0 the Authority(ies) specified for supplementary search other:
The International Bureau of WIPQ Authorized oflicer
34, chemin des Colombeltes ,
1211 Geneva 20, Switzerland Blanc Veronique
e-mail ptl3.pet@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCTAB/306 (January 2009) I/ TZRKETXCO

0



PATENT COOPERATION TREATY PCT/EF2010/002342

PCT

NOTIFICATION CONCERNING
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT

(PCT Administrative Instructions, Scction 411)

From the INTERNATIONAL BUREAL

Tor

BAYER SCHERING PHARMA
AKTIENGESELLSCHAFT
Law and Patents

Patents and Licensing

51368 Leverkusen
ALLEMAGNE

Date of mailing (dayinonth’year)

24 May 2010 (24.05.2010)

Applicant's or aget's file reference

BHC091008-WO

IMPORTANT NOTIFICATION

Intesnational npplication No, lntemmational filing date (JarvAnonth’year)
PCT/EP2010/002342 16 April 2010 (16.04.2010)
Intemnativnal publicntion date (dayimonthfear) Priotity dale (daymonthiear)
Not yet published 28 Aprit 2009 (29.04.2009)
Applicam

BAYER SCHERING PHARMA AKTIENGESELLSCHAFT et al

b By means ol this Fomn, which replaces any previously issued nolification comcerning submission or transmittal of priority
documents, hie npplicant is hereby notified of the date of receipt by the Inlermalional Burean of \he priority document(s) relating 1o
all carlicr appliculion(s) whose priority is claimed. Unless olherwise indicated by the fellers “NR”, it the right-hand colunm or by an
asterisk appearing next to a date of receipt, the priorily document concemed was submitted or transmilted to the Interational Bureau
in compliance with Rule 17.1{a) or (b).

2. (If applicable) The letters “NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which, of mailj
this Form, had not yet been received by ihe Internationn! Buresu uinler Rule 17.1{a) or (b). Where, under Rule 17.1(g), the
priority decument must be submitted by the applicant to the teceiving Office or the Intemationa) Bureau, but the applicunt {ails (o
submit the priority document within the applicable time Tt under that Rule, the attertion of the applicant is directed 1o Rule
17.1¢c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an
opportunity, upon entry into the national phase, to fimish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circwnstanues,

3 (I applicable)An asterisk (*) appearing nest to a date of receipt, in the right-hand column, denotes o priority document submitted
or transinitted to the International Burean but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) (the priority document was received
afler the time limit prescribed in Rule 17.1¢a} or the request to prepare and transmit the prierity document was subinitted to the
receiving Office afler (he applicable time limit under Rule 17.1(h)). Bven though the prionty document was not furnished in
complianee with Rule 17.1{a) or (b}, the Itternational Burcau will nevertheless transmit a copy of the document 1o the designated
Oftices, for their consideration. In case such a copy is nul aceepled by he designated Office as.the priority document, Rule 17.1(c)
provides thal no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an oppartunity, upon entry
into the national phase, Lo furnish ihe priority document within a time limit which is reasonable under the cireumstances,

Prigsity date rigrity apulicati Counry or regioual Oflics Date of roscipt
or PCT receiving Office of_priorily document
29 April 2009 (29.04.2009) 05005909.8 EP 06 May 2010 (08.05.2010)
The intemational Burean of WIPO Aunthorized officer
34, chemin des Colombettes .
121} Geneva 20, Swilzerland Yolaine Cussac
e-mail PEOS. PCT@WIPQ.INT

Facsimile No. +41 22 338 82 70 Telephone No. +41 22 338 74 03

Fortn PCTAI/304 (October 2003)

VEGVWMIARD



Bayer HealthCare

" Telefax No.: 00041 22 338 8270 No. of Page{s}: 1

INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

34 Chemin des Colombettes
1211 Geneva 20

Switzerland

PCT/IEP2010/002342
Bayer Pharma Aktiengesellschaft et al.

. Request for correction according to rule 81 and registration of changes
according to rule 92bis PCT:
The correct name of the inventor/applicani Kopiiz, Charlotte Is:

Kopitz, Chariotte Christine

Furthermore, the current address of the.inventorfapplican! Berhérster,
Ketstin is
Am Vogelherd 15, 45239 Essen, DE

It is hereby requested to make the comection ex officio and o register
- the change, accordingly.

Furthermore, the inventorfapplicant Kahnert, Antje fs missing on the
cover sheet of the A1 document, although she was indicated in the
PCT-Request.

.

. It is requested to republish the cover sheet of the A1 document,
accordingly.

Bayer Pharma Akliengesellschafl .

¥l [ i B .
?,Q[,..f_—. s , L.

PR
_i?a!enls and Licensing Fatents & Licensing

3aiedt S L AT TA G Ha X RO AR PO TR

13, Okt. 201

Kla/Bulsk
BHC091008 WO

Bayer Pharma
Aktiengesellschaft
Law and Paients

Palents and Licensing
51368 Leverkusan
Gemany

Tel, +49 (0)214-30-4 35 83
Fax +49 {0)214-30-96.7 77 17
BB5-Paianiservice@bayer.com
wwyr.bayerphamna.de

Board of Management;
Andreas Fiblg
Chalrman of the Board
Hertmut Kiusik
Manfred Vehreschild

Cheirman of the
Supemvisery Board:
Richard Pott

Ragistered Office:

Berlin

Local Courl Charlolienburg
HRE 283 B

(
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Bayer HealthCare

Telefax No.: 60041 22 338 8270 Mo. of Page(s): 1
INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

34, Chemin des Colombettes
1211 Geneva 20

Switzerlang
13, Okt. 2018
PCT/EP2010/002342 KlafBulsk
Bayer Pharma Aktiengesellschaft et al. BHC021005 WO
Bayer Pharme
Aktiengesellschaft
. Law and Patents
. ; : ; . Palents eng Licensi
The following person is also inventor/applicant (for the USA only): 533‘;’;1::3*;1’:‘5 g
Gemany
SCHUMACHER, Joachim Tol, +48 (D)214-30-4 35 83
L‘pkenskothen 31 Fax +49 (0)214-30-96-7 77 317
42113 Wuppertal oot
[DE/DE]
Board of Menagement:
Andreas Fibly
. Chalrman of the Borrg
It is hereby requested to add the inventor/applicant (for the USA Harlmut Kluslk
) Manlred Vehreschild
only).

Bayer Pharma Akliengesellschaft " Chairman o the

Supenvisory Board.
- / Richard Polt
4, <H_- . -~ L’ / Regislered Office:
S e TN s * i Bedin
) . ) { - R . Local Court Chadotenburg
F atents and Licensing Patents & Licensing HRE 283 B
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WO 2010/124797 PCT/EP2010/002342
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Inmunoconjugados de antimesotelina y usos de los mismos

La presente invencién proporciona inmunoconjugados que comprenden
un anticuerpo o fragmento del mismo, que tienen especificidad para la proteina
mesotelina, y un agente terapéutico. Las composiciones de dichos
inmunoconjugados pueden usarse en el tratamiento, prevencion o diagnostico

de trastornos relacionados con la mesotelina, por ejemplo cancer.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La aparicién de cancer se asocia con mayor frecuencia al envejecimiento,
segun lo cual el 65% de todos los casos nuevos de cancer se registran para
pacientes de 65 afios de edad y mayores. Ei cancer es la segunda causa
principal de muerte en Estados Unidos, superada sélo por las enfermedades
cardiacas. De hecho, la Sociedad estadounidense del cancer (American
Cancer Society) ha estimado que 1 de cada 4 personas moriran por cancer en
EE.UU., suponiendo que las tasas de mortalidad actuales no se muevan. Sélo
en EE.UU., se han previsto para 2008 1.437.180 de casos nuevos y 565.650
muertes por cancer.

Se ha probado qUe los tratamientos basados en anticuerpos son muy
eficaces en el tratamiento de diversos tipos de cancer, incluidos los tumores
sélidos. Por ejemplo, HERCEPTIN® se ha usado con éxito para tratar el cancer
de mama. Crucial para el desarrollo de una terapia basada en anticuerpos con
exito es el aislamiento de anticuerpos contra proteinas de superficie celular que
se ha descubierto que se expresan de forma preferente sobre las células

tumoraies. El polipéptido precursor de la mesotelina es una proteina de
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superficie celular glicosilada anclada por glicofosfatidilinositol (GPI), que se
escinde proteoliticamente a un polipéptido N-terminal secretado de 30 kDa y a
un polipéptido C-terminal de 40 kDa, que se produce, principalmente, en la
forma unida a la membrana anclada por GPI (Chang, K. and |. Pastan, Proc.
Natl. Acad. Sci. U S A, (1996) 93(1):136), y que en la presente memoria
descriptiva se denomina mesotelina. La mesotelina se expresa
preferentemente en ciertas células tumorales, particularmente células de
mesotelioma, células de tumores pancreaticos y células de carcinoma ovarico,
mientras que su expresion esta limitada en los tejidos normales, lo que la
convierten en una diana atractiva para el desarrollo de terapias tumorales
(Argani, P. y col, Clin. Cancer Res. (2001) 7(12): 3862, Hassan, R., y col., Clin.
Cancer Res. (2004) 10 (12 Pt 1):3937). La funcién de la mesotelina es
desconocida y no se observaron anomalias reproductoras, hematolégicas o
anatémicas patentes en ratones deficientes en la expresion del gen de la
mesotelina (Bera, T.K. y . Pastan, Mol. Cell. Biol. {2000) 20(8):2902).

Se ha propuesto una terapia basada en anticuerpos dirigida contra las
células de cancer que expresan mesotelina para el tratamiento del cancer de
pulmén, de ovarios y pancreatico. Mab K1 fue el primer anticuerpo contra el
polipéptido mesotelina unido a la membrana que se describio (Chang, K., y col.,
Int. J. Cancer, (1992) 50(3):373). Mab K1 se generd mediante inmunizacién de
ratones. Debido a la baja afinidad y las deficientes tasas de internalizacion del
anticuerpo, una inmunotoxina consistente en Mab K1 unida a una forma
truncada quimicamente modificada de la exotoxina A Pseudomonas no se
consider¢ adecuada para el desarrollo clinico (2000) 23(4):473; Hassan, R., y

col, Clin. Cancer Res. (2004) 10 (12 Pt 1): 3937). Posteriormente se
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desarrollaron anticuerpos de cadena sencilla con mayores afinidades, incluido
SS51-(dsFv)-PE38, que mostrd actividad destructiva de las células tumorales in
vitro (Hassan, R., y col., Clin. Cancer Res. (2002) 8(11). 3520) ademas de
potencia en un modelo murino de tumores humanos que expresan mesotelina
(Fan, D., y col., Mol. Cancer Ther. (2002) 1(8): 595). Estos datos validan la
mesotelina como una diana atractiva para desarroliar inmunoterapias para el
tratamiento de multiples tipos de cancer. Se ha mostrado que SS1-(dsFv)-PE38
se elimina en sangre rapidamente y se estan notificando intentos para
incrementar el peso molecular mediante pegilacion de la proteina de fusion
(Filpula, D., y col,, Bioconjugate Chem. (2007) 18(3): 773).

MS-1, MS-2 y MS-3 son anticuerpos de unién a la mesotelina que
provocan una actividad efectora inmunitaria en la superficie de la célula debido
a su isotipo de la IgG1 humana y la internalizan en células que expresan
mesotelina (documento WO 2006/099141 A2). En la actualidad se estd
investigando uno de estos anticuerpos, el anticuerpo 1gG1 antimesotelina no
conjugado y quimérico (ratén/hombre) MORAD 009 en un estudio clinico para
determinar los efectos terapéuticos en el tratamiento de! cancer pancreatico. El
mecanismo de accion que se ha postulado de MORAb 009 desencadena
funciones efectoras inmunitarias, tales como ADCC y bloqueo de funcién.

Nuevas terapias con mejor potencia para luchar contra los canceres
agresivos, tales como los canceres ovarico, pancredtico y pulmonar, son
altamente deseables y representarfan un avance en la técnica. Como tal, la
presente invencion divulga nuevas composiciones inmunoconjugadas que son
Utiles en el tratamiento, prevencion y/o diagnostico de trastornos relacionados

con la mesotelina, por ejemplo cancer.
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a inmunoconjugados que comprenden
anticuerpos, por ejemplo anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que se
unen a la mesotelina, que estdn conjugados con agentes citotoxicos, por
ejemplo maitansinoides, o sus derivados, y/o se coadministran o formulan con
uno o mas agentes anticancerosos adicionales. Los inmunoconjugados de la
invenciéon se pueden usar para tratar y/o diagnosticar y/o monitorizar los
trastornos relacionados con la mesotelina, por ejemplo cancer.

Es un objeto de la invencién proporcionar inmunoconjugados que
comprenden anticuerpos, o sus fragmentos de unién al antigeno, o variantes de
los mismos, que son altamente selectivos de la parte extracelular C-terminal de
40 kDa del polipéptido precursor de la mesotelina, y se unen a la mesotelina en
presencia del antigeno del cancer 125 (CA125; MUC16), y un resto efector. Las
propiedades concretas de los anticuerpos frente a la mesotelina se ha descrito
en los documentos PCT/EP2008/009756, y en un aspecto de la invencion, la
combinacion de su capacidad concreta para inmunorreaccionar de forma
especifica con la mesotelina en presencia de CA125 en combinacién con un
agente citotoxico, por ejemplo maitansinoide, la conjugacion proporciona mejor
eficacia sobre los anticuerpos de blogueo de funcién, que compiten con CA125
por la union a la mesotelina.

En un aspecto, los anticuerpos, o sus fragmentos, de |a invencidon son
anticuerpos 1gG o fragmentos de IgG. Los anticuerpos o fragmentos también
pueden ser anticuerpos IgGl, 1gG2a, IgG2b, igG3, IgM, IgD, IgE, IgA, o IgM,

fragmentos Fab, fragmentos F(ab')2, fragmentos scFv, fragmentos Fv,

&
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diacuerpos, anticuerpos lineales, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos
bioespecificos, anticuerpos multiespecificos o anticuerpos quiméricos (p. gj.,
que comprenden una estructura de anticuerpo humano injertado con una
region de union de anticuerpos humanos o no humanos, o una estructura de
anticuerpo no humano injertado con una region de union de anticuerpo humano
o no humano). Los anticuerpos quiméricos pueden incluir, por ejemplo,
regiones estructurales de anticuerpos de fuentes no humanas, tales como, por
ejemplo, de vaca, ratén, llama, camello o conejo. Informacién adicional sobre la
ingenierfa de anticuerpos se puede encontrar en la bibliografia, por efemplo,
Holliger y Hudson, Nature Biotechnology, (Sep, 2005) 23: 1126-1136, que se
incorpora en la presente memoria descriptiva por referencia. Los fragmentos
mencionados en lo que antecede se pueden obtener a partir de una
inmunoglobulina o producirse por un medio adecuado, por ejemplo expresion
recombinante, en una forma de fragmento.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencién también se
pueden humanizar, en los que las secuencias o regiones CDR (p. ej., CDR1 ,
CDR2, CDR3) pueden ser no humanas, por ejemplo murinas.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencion, o
composiciones que incluyen los anticuerpos o los fragmentos, pueden incluir un
agente citotoxico que esta conjugado con un anticuerpo o un fragmento det
mismo. En un aspecto, el agente citotéxico es un maitansinoide o un derivado
del mismo, sin embargo, también se proporcionan otros agentes citotoxicos,
que pueden incluir, por ejemplo, y otros agentes citotoxicos, por ejemplo
aplidina, auristatina, azaribina, anastrozol, azacitidina, bleomicina, bortezomib,

briostatina-1, busulfano, caliqueamicina, camptotecina, 10-hidroxicamptotecina,
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carmustina, celebrex, clorambucilo, cisplatino, irinotecan (CPT-l1 1), SN-38,
carboplatino, cladribina, ciclofosfamida, citarabina, dacarbazina, docetaxel,
dactinomicina, daunomicina glucurénide, daunorrubicina, dexametasona,
dietilestilbestrol,  doxorubicina,  doxorubicina  glucurénido,  epirubicina
giucuronido, etinilestradiol, estramustina, etoposido, etopésido glucurénido,
etoposido fosfato, floxuridina (FUdR), 3'5'-O-diolecil-FudR (FUdR-dO),
fludarabina, flutamida, fluorouraciio, fluoximesterona, gemcitabina, caproato de
hidroxiprogesterona, hidroxiurea, idarubicina, ifosfamida, L-asparaginasa,
leucovorina, lomustina, mecloretamina, acetato de medroxiprogesterona,
acetato de megestrol, melfaldn, mercaptopurina, 6-mercaptopurina,
metotrexato, mitoxantrona, mitramicina, mitomicina, mitotano, fenil butirato,
prednisona, procarbazina, paclitaxel, pentostatina, PSI-341, semustina
estreptozocina, tamoxifeno, taxanos, taxol, propionato de testosterona,
talidomida, tioguanina, tiotepa, teniposido, topotecan, mostaza de uracilo,
velcade, vinblastina, vinorelbina, vincristina, ricina, abrina, ribomicleasa,
onconasa, rapLRI, DNasa |, enterotoxina A de Staphylococcus, proteina
antivirica de la hierba carmin, gelonina, toxina diftérica, o sus combinaciones.
Cualquiera de los agentes citotéxicos puede también incluir andlogos
funcionales de los mismos ¢ derivados de los mismos.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona inmunoconjugados en
los que el agente citotdoxico es no inmunogénico, es decir no aumenta la
inmunogenicidad del anticuerpo parental proporcionando epitopos de linfocitos
B o epitopos de linfocitos T humanos o de mamifero a una formulacién de

farmaco.

Las composiciones de la invencién pueden incluir, ademas de los
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anticuerpos y fragmentos (con o sin los agentes citotdxicos conjugados
mencionados en lo que antecede) varios agentes anticancerosos, que pueden
incluir, por ejemplo, bleomicina, docetaxel (Taxotere), doxorubicina, edatrexato,
erlotinib (Tarceva), etopésido, finasterida (Proscar), flutamida (Eulexin),
gemcitabina (Gemzar), genitinib (Lrresa), acetato de goserelina (Zoladex),
granisetron (Kytril), imatinib (Gleevec), irinotecan (Campto/Camptosar),
ondansetron (Zofran), paclitaxel (Taxol), pegaspargasa (Oncaspar), pilocarpina
clorhidrato (Salagen), porfimer sédico (Photofrin), interleucina-2 (Proleukin),
rituximab (Rituxan), topotecédn (Hycamtin), trastuzumab (Herceptin), Triapin,
tartrato de vincristina y de vinorelbinA {(Navelbine), o anticuerpos terapéuticos o
fragmentos de los mismos, o agente antiangiogénico, tal como, por ejemplo,
angiostatina, bevacizumab (Avastin®), sorafenib (Nexavar®), baculostatina,
canstatina, maspina, anticuerpos o péptidos anti-VEGF, anticuerpos o péptidos
anti-factor de crecimiento placentario, anticuerpos anti-Flk-1, anticuerpos o
peptidos anti-Fit- 1, péptidos de laminina, péptidos de fibronectina, inhibidores
del activador de plasminégeno, inhibidores de la metaloproteinasa tisular,
interferones, interleucina 12, IP-tO, Gro-B, trombospondina, 2-metoxiestradiol,
proteina relacionada con la proliferina, carboxiamidotriazol, CMIOI, Marimastat,
polisulfatc de pentosan, angiopoyetina 2, interferén aifa, herbimicina A,
PNU145156E, fragmento de prolactina 16K, Linomida, talidomida, pentoxifilina,
genisteina, TNP-470, endostatina, paclitaxel, acutina, cidofovir, vincristina,
bleomicina, AGM- 1470, factor plaquetario 4 o minociclina.

La presente invencion ademas proporciona, en otro aspecto, un
procedimiento para tratar un trastorno relacionado con la mesotelina mediante

la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de los
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inmunoconjugados de la invencién, o las composiciones de la invencion que
incluyen los inmunoconjugados de la invencion. El trastorno relacionado con la
mesotelina puede incluir, por ejemplo, cancer, tal como, cancer de tumor sélido.
El tumor sélido puede estar, u originarse en, ovarios, pancreas, tracto
respiratorio, pulmon, coton, estémago, eséfago, cuello uterino, higado, mama,
cabeza y cuello.

Estas y otras formas de realizacion se divuigan u son obvias a partir de a

siguiente descripcion detallada, y también se abarcan en la misma.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la eficacia antitumoral del inmunoconjugado
antimesotelina MF-T-SPDB-DM4 en células de carcinoma de pancreas humano
transfectadas con mesotelina en un modelo de xenoinjerto (A) transfectado con
mesotelina, asi como en tumores control no transfectados (B).

La figura 2 muestra la eficacia antitumoral de los inmunoconjugados
antimesotelina con ligantes estables y fragmentables, asi como polares ¥y no
polares, en un modelo de xenoinjerto HeLaMATU con células de carcinoma
que expresan mesotelina de forma endégena,

La figura 3 muestra la eficacia antitumoral de tos inmunoconjugados
antimesotelina con ligantes estables y fragmentables, asi como polares y ho
polares, en un modelo de xenoinjerto (A) transfectado con mesotelina asi como
en tumores control no transfectados (B).

La figura 4 muestra un ejempio de una curva de respuesta a ia dosis de

toxicidad a MF-T-SPDP-DM4 en células HelaMatu positivas a mesoteiina.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invenciébn se basa en el descubrimiento de nuevos

inmunoconjugados que son especificos de la mesotelina, o que tienen una

elevada afinidad por ella, y pueden impartir un beneficio terapéutico a un sujeto.

Los inmunoconjugados de la invenciéon se pueden usar en muchos contextos,
que se describen mas completamente en la presente memoria descriptiva.
Debe entenderse que la presente invencion, como se describe en la presente
memoria descriptiva, no debe limitarse a los detalles concretos establecidos en
la presente memoria descriptiva con respecto a cualquier aspecto de la
invencion, incluyendo, los anticuerpos antimesotelina, los inmunoconjugados,
los procedimientos de tratamiento, los protocolos, las lineas celulares, las
especies 0 géneros animales, las construcciones, y los reactivos descritos, ya
que todos pueden variar. También debe entenderse que la terminologia usada
en la presente memoria descriptiva tiene el fin de describir Gnicamente formas
de realizacién concretas y no se pretende que limite el ambito de la presente
invencion.
Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificas
usados en la presente memoria descriptiva tienen el significado que un experto
en la tecnica, a la que esta invencion pertenece, entiende habitualmente. No
obstante, ias referencias siguientes pueden proporcionar a un experto en la
técnica a la que atafie la presente invencidn una definicién general de muchos
de los términos usados en la presente invencion y puede hacerse referencia a
ellas y usarse siempre que dichas definiciones sean consistentes con el

significado habitualmente comprendido en la técnica. Dichas referencias
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incluyen, entre otras, Singleton y col., Dictionary of Microbiology and Molecular
Biology (2 ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science and Technology
(Walker ed., 1988), Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology
(1991), y Lackie y col., The Dictionary of Cell & Molecular Biology (32 ed. 1999);
y Cellular and Molecular Immunology, Eds. Abbas, Lichtman y Pober, 22
Edicion, W.B. Saunders Company. Se puede consultar cualduier recurso
técnico adicional disponible para el experto en la técnica que proporcione
definiciones de términos usados en la presente memaria descriptiva que tengan
el significado habitualmente entendido en la técnica. Para los fines de la
presente invencion, Jos términos siguientes se definen con mas profundidad.
Terminos adicionales se definen en otra parte de la descripcién. Como se usa
en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas
‘uno’, “una’ “la" y “el” incluyen ias referencias en plural a menos que el
contenido indique claramente o contrario. Por tanto, por ejemplo, la referencia
a “un gen” es una referencia a uno o mas genes e incluye equivalentes de los
mismos conocidos para los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “anticuerpo”
incluye moléculas de inmunoglobulina (p. ej., cualquier tipo, incluidas las 1gG,
IgE, IgM, IgD, IgA e 1gY, y/o cualquier clase, incluidas igGl, 1gG2, 1gG3, 19G4,
IgAi e |g A2) aisiadas de la naturaleza o preparadas por medios recombinantes.
Con anticuerpos también se pretende abarcar los fragmentos de anticuerpos
de unidn al antigeno, tales como Fab, F(ab")2, scFv (Fv de cadena sencilla), Fv,
anticuerpos de cadena sencilla, diacuerpos, Fv unidos por disuifuro (sdFv) y
fragmentos que comprenden un dominio VL o VH, que se preparan a partir de

inmunoglobulinas intactas o por medios recombinantes.

o
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Los anticuerpos y/o los fragmentos de anticuerpos de unién al antigeno
de la presente invencion pueden ser monoespecificos (p. ej., monoclonales),
biespecificos, triespecificos o de multiespecificidad mayor. Los anticuerpos
multiespecificos pueden ser especificos de diferentes epitopos de un antigeno
0 pueden ser especificos de epitopos de mas de un antigeno. Véanse, por

ejemplo, las publicaciones PCT WO 93/17715; WO 92/08802; WO 91/00360;

WQ 92/05793; Tutt, y col., 1991, J. Immunol. 147:60 69; las patentes de EE.UU.

n° 4.474.893; 4.714.681; 4.925.648; 5.573.920; 5.601.819; Kostelny y col.,
1992, J. Immunol 148:1547 1553, cada una de las cuales se incorporan en la
presente memoria descriptiva por referencia.

Los fragmentos de anticuerpo de unién al antigeno pueden comprender
la(s) regién/regiones variable(s) solo o en combinacion con la totalidad o una
porcion de los siguientes: region bisagra, dominios CHI, CH2, CH3 y CL. En la
invencion también estan incluidos los fragmentos de anticuerpo de unién al
antigeno que comprenden cualquier combinacion de regién/regiones variable(s)
con una region bisagra, dominios CHI, CH2, CH3 y CL.

Preferentemente, los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos de
unién al antigeno son humanos, humanizados, murinos (p. ej., de ratén y de
rata), de burro, de oveja, de conejo, de cabra, de cobaya, de camélido, de
caballo o de pollo. Como se usa en la presente memoria descriptiva,
anticuerpos “humanos” incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de
aminoacidos de una inmunoglobulina humana e incluyen anticuerpos aislados
de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas, de linfocitos B humanos, o de
animales transgénicos para una o mas inmunoglobulinas humanas, como se

describe mas adeilante y, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 5.939.598
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de Kucherlapati y col. El término anticuerpo también se extiende a otras
estructuras proteicas que pueden orientar los insertos de CDR de los
anticuerpos hacia la misma conformacién de union activa que la que se
encuentra en los anticuerpos naturales, de modo que dicha union del antigeno
diana observada con estas proteinas quiméricas se mantiene respecto a la
actividad de union del anticuerpo natural del que derivaron las CDR. Como se
usa en la presente memoria descriptiva, el término formas ‘humanizadas” de
anticuerpos no humanos (p. ej., murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En
su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
{anticuerpo receptor) en las que los residuos de la regién hipervariable (p. g|.,
las regiones determinantes de complementariedad, “CDR") del receptor son
sustituidos por residuos de la region hipervariable (CDR) de una especie no
humana (anticuerpo del donante), tal como ratén, rata, conejo o primate no
humano que tenga la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos
casos, los residuos de la regidn estructural (FR) de la inmunoglobulina humana
pueden reemplarse por los correspondientes residuos no humanos. Ademas,
los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se
encuentran en el anticuerpo receptor ni en el anticuerpo donante. Dichas
modificaciones se realizan para perfeccionar mas el funcionamiento del
anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado puede comprender
sustancialmente la totalidad de al menos uno, o normalmente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones hipervariables
corresponden a las de una inmunoglobulina no humana y todas o

sustancialmente todas las FR son las de una secuencia de inmunoglobulina

<7
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humana. Opcionalmente, el anticuerpo humanizado puede también
comprender al menos una porcion de una region constante de inmunoglobulina
(Fc), normalmente de una inmunoglobulina humana. Para una revisién, véanse
Jones, y col., (Nature 321:522-525, 1986); Reichmann, y col., (Nature 332:323-
329, 1988); y Presta, (Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596, 1992). La preparacion
de anticuerpos humanizados se puede encontrar en las patentes de EE.UU. n°
7.049.135, 6.828.422, 6.753.136, 6.706.484, 6.696.248, 6.692.935, 6.667.150,
6.653.068, 6.300.064, 6.294.353 y 5514.548, cada una de las cuales se
incorporan en la presente memoria descriptiva en su totalidad.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “Fv de
cadena sencilla” o fragmentos de anticuerpos "sFv’ comprenden los dominios
VH y VL de un anticuerpo, en los que estos dominios estan presentes en una
cadena polipeptidica sencilla. Generalmente, el polipéptidc Fv ademas
comprende un ligante polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que
la sFV forme la estructura deseada para la uniéon al antigeno. Para una revision,
véase Pluckthun (The Pharmacoiogy of Monoclonal Antibodies. Vol. 113,
Rosenburg y Moore eds. Springer- Verlag, New York, pp. 269- 315, 1994), que
se incorpora en la presente memoria descriptiva en su totalidad por referencia.

El termino “diacuerpos” se refiere a pequeros fragmentos de anticuerpos
con dos sitios de unién al antigeno, en los que tos fragmentos comprenden un
dominio variable de la cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de
la cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un
ligante que sea demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos
dominios en ia misma cadena, se fueria a los dominios a emparejarse con los

dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de union al
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antigeno. Los diacuerpos se describen mas a fondo en, por ejemplo, el
documento EP 404.097; el documento WO 93/11161; y Hollinger, y col., (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448, 1993), cada uno de los cuales se
incorporan por referencia.

La expresion "anticuerpos lineales” se refiere a los anticuerpos descritos
en la técnica, en, por ejemplo, Zapata, y col., (Protein Eng. 8(10); 1057-1062,
1995), que se incorpora por referencia. Brevemente, dichos anticuerpos
comprenden un par de segmentos Fd en tandem (VH-CHI-VH- CHI) que
forman un par de regiones de union al antigeno. Los anticuerpos lineales
pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

El termino “anticuerpo monoclonal”, como se usa en ta presente memoria
descriptiva, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién de
anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir anticuerpos individuales 10
que comprenden una poblacion idéntica excepto por posibles mutaciones
naturales que pueden estar presentes en cantidades minoritarias. Los
anticuerpos monoclonales son altamente especificos, es decir estan dirigidos
contra un unico sitio antigénico. Ademds, en contraste con las preparaciones
de anticuerpos (policlonales) convencionales que normalmente incluyen
anticuerpos diferentes dirigidos contra determinantes diferentes (epitopos),
cada anticuerpo monoclonal esta dirigido contra un Unico determinante sobre el
antigeno. El modificador "monoclonal” indica la naturaleza del anticuerpo como
obtenido de una poblacion sustancialmente homogénea y no debe interpretarse
como que requiere la produccion del anticuerpec mediante cualquier
procedimiento concreto. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van

a usar de acuerdo con la presente invencion pueden prepararse mediante el

3
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método del hibridoma descrito por primera vez por Kohler, y col., (Nature
256:495, 1975), o pueden prepararse mediante procedimientos de ADN
recombinante {véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n°® 4.816.567). Los
anticuerpos monoclonales pueden también aislarse de bibliotecas de
anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson y
col., {Nature 352:624-628,1991) y Marks, y col., (J. Mol. Biol. 222:581-597,
1991).

Los anticuerpos monoclonales de la presente memoria descriptiva
también incluyen anticuerpos "quiméricos” en los que una porcion de la cadena
pesada y/o ligera es idéntica u homéloga a las correspondientes secuencias de
los anticuerpos derivados de una especie concreta o pertenecientes a una
clase o subclase de anticuerpo concreto, mientras que el resto de la(s)
cadena(s) es idéntico u homologo a las secuencias correspondientes de los
anticuerpos derivados de otra especie o pertenecientes a otra clase o subclase
de anticuerpos concretos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre
que exhiban la actividad biolégica deseada (véanse, por ejemplo, la patente de
EE.UU. n°® 4.816.567; y Morrison, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-
6855, 1984, cada una de las cuales se incorporan por referencia).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “muestra
biologica”, o0 “muestra de un paciente” como se usa en la presente memoria
descriptiva, se refiere a una muestra obtenida de un organismo o de
componentes (p. ej., células) de un organismo. La muestra puede ser de
cualquier tejido o fluido biolégico. La muestra puede ser una "muestra clinica”,
que es una muestra derivada de un paciente. Dichas muestras incluyen, entre

otras, esputo, sangre, suero, plasma, células sanguineas (p. ej., globulos

2¢
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blancos), muestras de tejido, muestras de biopsia, orina, fluido peritoneal y
fluido pleural, saliva, semen, exudado de mama, liquido cefalorraquideo,
lagrimas, moco, linfa, citosoles, ascitis, liquido amnidtico, lavados vesicales y
lavados bronquioalveolares o células de los mismos, entre otras muestras de
fluidos corporales. Las muestras de pacientes pueden ser frescas o congeladas,
y pueden fratarse con heparina, citrato o EDTA. Las muestras biolégicas
pueden tambien incluir secciones de tejidos, tales como secciones congeladas
tomadas con fines histolégicos.

El término “cancer” incluye, entre otros, tumores soélidos, tales como
cancer de pancreas, mama, del tracto respiratorio, cerebral, de érganos
reproductores, del tracto digestivo, del tracto urinario, ocular, de higado, de piel,
de cabeza y cuello, de tiroides, de paratiroides, y sus metastasis distantes. E|
termino también incluye sarcomas, linfomas, leucemias y mielomas de células
plasmaticas.

Los tumores del aparato respiratorio incluyen, entre otros, carcinoma de
pulmoén de células pequeras y de células no pequefias (microcitico v
amicrocitico), asi como adenoma bronquial y blastoma pleuropulmonar. Los
tumores de mama incluyen, entre otros, carcinoma ductal invasivo, carcinoma
lobular invasivo, carcinoma ductal in situ y carcinoma lobular in situ. Los
tumores cerebrales incluyen, entre oftros, glioma hipoftalmico y del tallo
encefalico, astrocitoma cerebelar y cerebral, meduloblastoma, ependimoma,
asi como tumores neuroectodérmicos y de la glandula pineal. Los tumores de
los drganos reproductores masculinos incluyen, entre otros, cancer de prostata
y testicular. Los tumores de los drganos reproductores femeninos incluyen,

entre otros, cancer de endometrio, cervical, de ovarios, vaginal y vulvar, asi
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como el sarcoma del Utero. Los tumores del aparato digestivo incluyen, entre
otros, cancer anal, de colon, colorrectal, esofagico, de vesicula biliar, gastrico,
pancreatico, rectal, de intestino delgado y de glandulas salivares. Los tumores
del aparato urinario incluyen, entre otros, cancer de vejiga urinaria, de pene,
renal, de pelvis renal, de uréter y de uretra. Canceres oculares incluye, entre
otros, melanoma intraccular y retinoblastoma. Tumores del higado incluyen,
entre otros, carcinoma hepatocelular (carcinomas de células hepaticas con o
sin variante fibrolamelar), colangiocarcinoma (carcinoma del conducto biliar
intrahepatico) y colangiocarcinoma hepatocelular mixto. Los canceres de piel
incluyen, entre otros, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi,
melanoma maligno, cancer de piel de células de Merkel y cancer de piel distinto
al melanoma. Los cancer de cabeza y cuello incluyen, entre otros, el cancer de
laringe/ hipofaringe / nasofaringe / orofaringe, y el cancer de cavidad oral y
labios. Los finfomas incluyen, entre ofros, linfoma relacionado con el SIDA,
linfoma no Hodgkin, linfoma cutaneo de linfocitos T, enfermedad de Hodgkin vy
linfoma del sistema nervicso central. Los sarcomas incluyen, entre otros, el
sarcoma de tejidos blandos, osteosarcoma, el histiocitoma fibroso maligno, el
linfosarcoma y el rabdomiosarcoma. Las leucemias incluyen, entre otras, la
leucemia mieloide aguda, la leucemia linfoblastica aguda, |a leucemia linfocitica
cronica, la leucemia mielégena cronica y la leucemia de células peludas.

Como se usa en la presente invencién, el término “epitopo” significa

cualquier determinante antigénico localizado sobre un antigeno, por ejemplo la

proteina mesotelina, al que el anticuerpo se une a través de un sitio de union .

antigénico. Los determinantes o determinantes antigénicos normalmente

constan de grupos de superficie quimicamente activos de moléculas, tales
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como aminoacidos o cadenas laterales de azicar y normalmente tienen
caracteristicas estructurales tridimensionales, asi como caracteristicas de carga
especificas.

El término “especificamente inmunorreactivo” se refiere a una reaccién de
unién entre un anticuerpo y una proteina, compuesto o antigeno, que tiene un
epitopo reconocido por el sitio de union antigénico del anticuerpo. Esta
reaccion de union es determinante de la presencia de una protefna, antigeno o
epitopo que tiene el epitopo reconocido entre la presencia 10 de una poblacién
heterogénea de proteinas y ofras sustancias biolégicas. En el contexto de un
inmunoensayo, los anticuerpos especificamente inmunorreactivos se pueden
unir a una proteina que tenga el epitopo reconocido y unirse, si lo hacen, en un
grado detectablemente menor, a otras proteinas que carezcan del epitopo que
estéen presentes en la muestra. En un contexto in vivo, "especificamente
inmunorreactivo” se puede referir a las condiciones en las que un animat forma
una respuesta inmunitaria contra una vacuna o antigeno, por ejemplo una
respuesta humoral al antigeno (la produccién de anticuerpos contra una vacuna,
proteina o compuesto o antigeno presentado a los mismos en condiciones
inmunolégicamente reactivas) o una respuesta mediada por células (también
denominada en la presente memoria descriptiva “respuesta inmunitaria celular”,
es decir una respuesta mediada por los linfocitos T contra la vacuna, proteina,
compuesto o antigeno presentado a los mismos). Como se usa en la presente
memoria descriptiva "condiciones inmunolégicamente reactivas” se usa en el
contexto de un inmunoensayo o una reaccién in vitro, en las que las
condiciones fisicas de la reaccién, incluidas, por ejemplo, la temperatura, la

concentracion de sales, el pH, los reactivos y sus concentraciones, y las
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concentraciones del antigeno y del anticuerpo conocido que es
especificamente inmunorreactivo frente al antigeno, se proporcionan o ajustan
para permitir la unidn del anticuerpo conocido al antigeno. Las condiciones
inmunolégicamente reactivas dependen del formato de la reaccion de unién al
anticuerpo y, normalmente, son éstas las utilizadas en los protocolos de
inmunoensayo. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Publications, New York, para una descripcién de los
formatos y condiciones de inmunoensayo. El término “paciente” o "sujeto”,
como se usa en la presente memoria descriptiva, incluye mamiferos (p. ej.,
seres humanos y animales).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "unién
invariable” de un anticuerpo concreto a la mesotelina se refiere a su capacidad
para unirse a la mesotelina en un amplio abanico de lineas de células
cancerosas que expresan mesotelina, que expresan diferentes formas de
mesotelina. La unidn invariable puede deberse, aunque no se restringe a ello,
al hecho de que los anticuerpos, o sus fragmentos de anticuerpos de union al
antigeno, o sus variantes, reconocen un epitopo de mesotelina que no esta
enmascarado por otro antigeno extracelular, tal como el antigeno canceroso

125 (CA125), que interacciona con la mesotelina. Para los anticuerpos de unién

invariable, los valores de CE50 determinados mediante valoracién por FACS en

dos lineas de células cancerosas distintas podrian diferir en no mas de 10

veces o, preferentemente, 5 veces, y mas preferentemente entre 1y 3 veces.
Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término

“inmunoconjugado” se refiere a una molécula conjugada que comprende

al menos un anticuerpo o su fragmento de unién al antigeno, unido a un

24
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agente citotoxico, por ejemplo a un maitansinoide o a un derivado del
mismo, preferentemente mediante un grupo de unién adecuado o un

precursor del mismo.

Inmunoconjugados de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos para inhibir el
crecimiento de células de cancer positivas a mesotelina y la progresion de la
enfermedad neoplasica proporcionando inmunoconjugados antimesotelina. Los
restos de anticuerpo de los inmunoconjugados proporcionados son
especificamente inmunorreactivos al dominioc C-terminal de 40 kDa del
polipéptido precursor de mesotelina (SEC ID N° 36), que, en la presente
memoria descriptiva, se denomina "mesotelina".

En un aspecto de la invencion, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos
de unidon a antigeno, y variantes de los anticuerpos y fragmentos de la
invencion se han descrito en el documento PCT/EP2008/009756 y estan
compuestos por una regién variable de cadena ligera y una region variable de
cadena pesada. Variantes de los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de
unién al antigeno contempladas en la invencién son moléculas en las que la
actividad de unién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de union al
antigeno para la mesotelina se mantiene.

La presente invencion también se refiere a inmunoconjugados
compuestos por anticuerpos antimesotelina, fragmentos de anticuerpo de unién
al antigeno y variantes de los anticuerpos y fragmentos de la invencion
diferentes a los que se han descrito en el documento (PCT/EP2008/009756), y

unidos a un agente quimioterapéutico, por ejemplo maitansinoides o sus
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derivados.

Los maitansinoides que se pueden usar en la presente invencién son bien
conocidos en la técnica y se pueden aislar a partir de fuentes naturales de
acuerdo con procedimientos conocidos o prepararse de forma sintética de
acuerdo con procedimientos conocidos.

Ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y anélogos
de maitansinol. Ejemplos analogos de maitansinol adecuados incluyen los que
tienen un anillo aromatico modificado y los que tienen modificaciones en otras
posiciones.

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

(1) C-18-decloro (patente de EE.UU. n° 4.256.746) (preparado mediante
reduccion LAH de ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (o0 C-20-demetilo) +/-C-19-decloro {patentes de EE.UU.
n°® 4.361.650 y 4.307.016) (preparado mediante desmetilacion usando
Streptomyces o Actinomyces o decloracién usando LAH); y

(3) C-20-demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-decloro (patente de EE.UU.
n°® 4.294.757) (preparados mediante afiliacion usando cloruros de acilo).

Ejemplos especificos de analogos de maitansinol adecuados que tienen
modificaciones en otras posiciones incluyen:

(1) C-9-SH (patente de EE.UU. n° 4.424.219) (preparado mediante la
reaccion de maitansinol con H2S o P2S5);

(2) C-14-alcoximetilo (desmetoxi/CH20R) (patente de EE.UU. n°
4.331.598),

(3) C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH20H o CH20AC) (patente de

Jo
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EE.UU. n° 4.450.254) (preparado a partir de Nocardia); -

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (patente de EE.UU. n® 4.364.866) (preparado
mediante la conversién de maitansinol mediante Streptomyces);

(5) C-15-metoxi (patentes de EE.UU. n® 4.313.846 y 4.315.929) (aislado
de Trewia nudiflora);

(6) C-18-N-desmetilo (patentes de EE.UU. n° 4.362.663 y 4.322.348)
(preparado mediante la desmetilacion de maitansinol mediante Streptomyces):;
y

(7) 4,5-desoxi (patente de EE.UU. n° 4.371.533) (preparado mediante la
reduccidn con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

La sintesis de maitansinoides que contienen tiol utiles en la presente
invencion se desvela completamente en las patentes de EE.UU. n® 5.208.020,
5.416.064 y 7.276.497.

Cabe esperar que todos los maitansinoides con un resto tiol en la posicién
C-3, la posicién C-14, la posicién C-15 o la posicion C-20 sean Utiles. Se
prefiere la posicion C-3 y la posicién C-3 del maitansinol es especialmente
preferida. También se prefiere el maitansinoide con resto tiol en C-3 que
contiene N-metil-alanina y un maitansinocide con resto tiol en C-3 que contiene
N-metil-cisteina, y los andlogos de cada uno. Maitansinoides preferidos son
los que se describen en las patentes de EE.UU. 5.208.020; 5416.064;
6.333.410, 6.441.163; 6.716.821, RE39.151 y 7.276.497, cada una de las
cuales se incorpora en la presente memoria descriptiva por referencia. En una
forma de realizacion preferida, el maitansinol preferido se selecciona de N2'-
deacetil-N2'-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1, CAS n° reg. 139504-
50-0), N2'-deacetil-N2'-(4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina (DM3, CAS n° reg.
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796073-54-6), y N2'-deacetil-N2'-(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina
{DM4 CAS n° reg. 796073-69-3).

A lo largo del presente documento se hace referencia a los siguientes
anticuerpos representativos de la invencion: “MF-J°, "MOR06640", "MF-226" y
"MF-T". MF-J representa un anticuerpo que tiene una regién variable pesada
correspondiente a la SEC 1D N° 28 (ADN)/SEC ID N° 20 (proteina) y una
region variable ligera correspondiente a la SEC ID N°: 32 (ADN)/SEC ID N°: 24

(proteina). MOR 06640 representa un anticuerpo que tiene una region variable

pesada correspondiente a la SEC ID N° 29 (ADN)/SEC 1D N°: 21 (proteina) y

una region variable ligera correspondiente a la SEC ID N°: 33 (ADN)/SEC 1D N°;

25 (proteina). MF-226 representa un anticuerpo que tiene una region variable

pesada correspondiente a la SEC ID N°: 30 (ADN)/SEC ID N° 22 (proteina) y

una region variable ligera correspondiente a la SEC ID N°; 34 (ADN)/SEC ID N°:

26 (proteina). MF-T representa un anticuerpo que tiene una region variable

pesada correspondiente a fa SEC ID N°: 31 (ADN)/SEC ID N°: 23 (proteina) y

una regidn variable ligera correspondiente a la SEC ID N°: 35 (ADN)/SEC ID N

27 (proteina). La invencién no esta limitada a estos anticuerpos que se usan en
el presente documento como ejemplos. Otros anticuerpos Utiles se divuigan en,
por ejemplo, el documento PCT/EP2008/009756.

En un aspecto, la invencion proporciona inmunconjugados que son
especificamente inmunorreactivos a la mesotelina en presencia del antigeno
canceroso 125 (CA 125/MUC 16) y, por tanto, estan dirigidos de forma eficiente
a celulas de cancer que expresan tanto mesotelina como CA125, por ejemplo
células OVCAR-3. |

En otros aspectos, la invencién proporciona inmunoconjugados que

ird
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son especificamente inmunorreactivos a uno o mas aminoacidos de los
epitopos de los anticuerpos MOR 06640 o MF-T. En ciertos aspectos,
dichos inmunoconjugados son especificamente inmunorreactivos a al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco o al menos
seis aminoacidos de los epitopos de los anticuerpos MOR 06640 o MF-T. .
En ciertos aspectos, son especificamente inmunorreactivos a uno o mas
aminoacidos del epitopo reconocido por el anticuerpo MOR 06640. En
aspectos alternativos, los anticuerpos de la presente invencién son
especificamente inmunorreactivos a uno o mas aminoacidos del epitopo
reconocido por el anticuerpo MF-T.

En otro aspecto, la invencién proporciona inmunoconjugados que tienen
una regidn de union at antigeno que es especificamente inmunorreactiva, o gue
tiene afinidad elevada por eflas, a una o mas regiones de la mesotelina, cuya
secuencia de aminoacidos se representa por la SEC 1D N° 36. Se dice que un
inmunoconjugado tiene una “afinidad elevada” por un antigeno si la medicion
de la afinidad es de al menos 100 nM (afinidad monovalente del fragmento
Fab). Preferentemente, un inmunoconjugado de la invencion puede ser
especificamente inmunorreactivo a la mesotelina con una afinidad inferior a
aproximadamente 100 nM, mas preferentemente inferior a aproximadamente
60 nM, y todavia mas preferentemente inferior a aproximadamente 30 nM. Son
ademas preferentes anticuerpos que se unen a la mesotelina con una afinidad
inferior a aproximadamente 10 nM, y mas preferentemente inferior a
aproximadamente 3 nM. Por ejemplo, la afinidad de un anticuerpo de la
invencion contra la mesotelina puede ser de aproximadamente 9,1 6 0,9 nM

(afinidad monovaiente del formato IgG1).

53
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Procedimientos de uso

Ei termino “tratamiento” incluye cualquier procedimiento, accion,
aplicacion, terapia o similar, en el que a un sujeto (o paciente), incluido un ser
humano, se le proporciona ayuda medica con el objeto de mejorar la afeccion
del sujeto, directa o indirectamente, o ralentizar la progresién de una afeccion,
o trastorno en el sujeto, o aliviar al menos un sintoma de la enfermedad ¢
trastorno en tratamiento.

El término “terapia de combinacion” o “coterapia” quiere decir fa
administracidn de dos o mas agentes terapéuticos para tratar una enfermedad,
afeccion y/o trastorno. Dicha administracion abarca la coadministracion de dos
0 mas agentes terapéuticos de un modo sustancialmente simultaneo, tal como
en una Unica capsula que tiene una proporcion fija de ingredientes activos, o en
multiples céapsulas distintas para cada agente inhibidor. Ademds, dicha
administracion abarca el uso de cada tipo de agente terapéutico de forma
secuencial. El orden de administraciéon de dos o mas agentes terapéuticos
coadministrados de forma secuencia no estd limitado. La frase “cantidad
terapéuticamente eficaz” quiere decir la cantidad de cada agente administrado
que alcanzard el objetivo de mejora de la gravedad de una enfermedad,
afeccion y/o trastorno, y/o sus sintomas, mientras que evita o minimiza los
efectos secundarios adversos asociados con el tratamiento terapéutico
administrado.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa que el articulo sujeto
es adecuado para usar en un producto farmacéutico.

Cabe esperar gue los inmunoconjugados de la presente invencién sean

3¢
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valiosos como agentes terapéuticos. De acuerdo con esto, una forma de
realizacion de la presente invencién incluye un procedimiento para tratar varias
afecciones en un paciente (incluidos mamiferos), que comprende administrar a
dicho paciente una composicién que contiene una cantidad de un
inmunoconjugado de la invencién que es efectiva en el tratamiento de la
afeccién diana.

Los inmunoconjugados de la presente invencién se pueden usar en el
tratamiento o prevencién de enfermedades y/o comportamientos que estan
asociados con la proteina mesotelina. Estas enfermedades y/o
comportamientos incluyen, por ejemplo, cancer, tal como carcinomas de
pancreas, ovarios, estdmago, esofago, cuello uterino, colon, higado, aparato
respiratorio y pulmones. La presente invencién también se refiere a
procedimientos de alivio de sintomas de un trastorno en el que la mesotelina
esta elevada o, de otro modo, se expresa de forma anormal. Estos trastornos
incluyen, sin limitacion, carcinomas de pancreas, ovario, estémago, eséfago,
cuello uterino, colon, higado, aparato respiratorio y pulmones (véase, por

ejemplo, (Liao, Cancer Res. 57:2827-2831, 1997; Turner, Hum. Pathol. 28:740-

744,1997; Liao, y col., Am. J. Pathol. 145:598-609, 1994; Saarnio, y col., Am. J.

Pathol. 153:279-285, 1998; Vermylen, y col., Eur. Respir. J. 14:806-811, 1999).
En una forma de realizacion de la invencion, una dosis terapéuticamente eficaz
de un inmunoconjugado de Ja invencion se administra a un paciente que tenga
un trastorno en el que la mesotelina esta elevada.

Los inmunoconjugados de la presente invencion se pueden administrar
solos 0 en combinacidén con uno o mas agentes terapéuticos adicionales. La

terapia de combinacién incluye la administracion de una tnica formulacion de

Ay
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dosificacion farmacéutica que contiene un inmunoconjugado de la presente
invencion y uno o mas agentes terapéuticos, asl como la administracién del
inmunoconjugado de la presente invencién y cada agente terapéutico en su
propia formulacién de dosificacion farmacéutica aparte. Por ejemplo, un
inmunoconjugado de la presente invencién y un agente terapéutico se pueden
administrar al paciente juntos en una Unica composicién de dosificacion oral o
cada agente puede administrarse en formulaciones de dosificacién oral
separadas.

Cuando se wusan formulaciones de dosificacion distintas, el
inmunoconjugado de la presente invencién y uno 0 mas agentes terapéuticos
pueden administrarse esencialmente al mismo tiempo (p. ej., de forma
concurrente) o a tiempos separados escaionados (p. €j., secuencialmente). El
orden de administracién del agente no estd limitado.

Por ejemplo, en un aspecto, la coadministracién de un inmunoconjugado
antimesotelina de la invencién junto con uno o mas agentes anticancerosos
para potenciar el efecto del inmunoconjugado antimesotelina o el(los) agente(s)
anticanceroso(s) o ambos se contempla para usar en el tratamiento de
trastornos relacionados con la mesotelina, tales como cancer. Dichas terapias
de combinacién también pueden usarse para prevenir el cancer, la recurrencia
del cancer, prevenir la diseminacién o metastasis de un cancer o reducir o
aliviar los sintomas asociados con el cancer.

El o los agentes anti-cancerosos pueden incluir cualguier compuesto
conocido y adecuado en la técnica, tal como, por ejemplo, agentes
quimioterapéuticos, otros inmunoterapéuticos, vacunas contra cancer, agentes

anti-angiogénicos, citocinas, terapias hormonales, terapias génicas v

B
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radioterapias. Un agente quimico (o “"agente anticanceroso" o “agente
antitumoral o agente terapéutico contra el cancer") se refiere a cualquier
molécula o compuesto que ayuda en el tratamiento de un cancer. Ejemplos de
agentes quimicos contemplados por la presente invencion incluyen, entre otros,

citosina arabindsido, taxoides (p. ej., paclitaxel, docetaxel), agentes anti-

tubulina (p.ej., paclitaxel, docetaxel, epotilona B, o sus analogos), macrolidos {p.

ej., rizoxina) cisplatino, carboplatino, adriamicina, tenopésido, mitozantron,
discodermolida, eleuterobina, 2- clorodesoxiadenosina, agentes alquilantes (p.
ej., ciclofosfamida, mecloretamina, tiotepa, clorambucilo, melfalan, carmustina
(BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfano, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C, y cis- diclorodiamina platino () (DDP)
cisplatine, tiotepa), antibidticos (p. ej., dactinomicina (antes actinomicina),
bleomicina, mitramicina, antramicina), antimetabolitos (p. ej., metotrexato, 6-
mercaptopurina, - 6-tioguanina, citarabina, flavopiridol,  5-fluorouracilo,
fludarabina, gemcitabina, dacarbazina, temozolamida), asparaginasa, bacilos
de Calmette y de Guerin, toxina diftérica, hexametilmelamina, hidroxiurea,
LYSODREN.RTM,, analogos nucleosidicos, alcaloides vegetales (p. ej., Taxol,
paclitaxel, camptotecina, topotecan, irinotecdn (CAMPTOSAR, CPT-l 1),
vincristina, alcaloides de la vinca (tales como vinblastina), podofilotoxina
(incluidos los derivados, tales como epipodofilotoxina, VP-16 (etopésido), VM-
26 (teniposido)), citocalasina B, colchicina, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina, procarbazina, mecloretamina, antraciclinas (p. ej.,
daunorubicina (antes daunomicina), doxorubicina, doxorubicina liposomal),
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, procaina,

tetracaina, lidocaina, propranolol, puromicina, agentes antimitoticos, abrina,

I
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ricina A, exotoxina de pseudomonas, factor de crecimiento neural, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, activador del plasminégeno tisular,
aldesleukina, alutamina, anastrozol, bicalutamida, biaomicina, busulfano,
capecitabina, carboplatinoe, clorambucilo, cladribina, citarabina, dactinomicina,
estramustina, floxuridina, gemcitabina, goserelina, idarubicina, ifosfamida,
leuprélido, acetato, levamisol, lomustina, mecloretamina, megestrol, acetato,
mercaptopurina, mesna, mitotane, pegaspergasa, pentostatina, picamyein,
rituximab, campath-1, estraptozocina, tioguanina, tretinoina, vinorelbina, o
cualquier fragmento, miembros de la familia o sus derivados, incluidas sus
sales farmacéuticamente aceptables. Las composiciones que comprenden uno
0 mas agentes quimioterapéuticos (p. ej., FLAG, CHOP) también se
contemplan en la presente invencion. FLAG comprende fludarabina, citosina
arabinésido (Ara-C) y G-CSF. CHOP comprende ciclofosfamida, vincristina,
doxorubicina y prednisona.

El agente quimioterapéutico puede ser un agente antiangiogénico, tal
como, por ejemplo, angiostatina, bevacizumab (Avastin®), sorafenib
(Nexavar®), baculostatina, canstatina, maspina, anticuerpos o péptidos anti-
VEGF, anticuerpos o péptidos anti-factor de crecimiento placentario,
anticuerpos anti-Flk- 1, anticuerpos o péptidos anti-Fit- 1, péptidos de laminina,
péptidos de fibronectina, inhibidores del activador de plasminégeno, inhibidores
de la metaloproteinasa tisular, interferones, interleucina 12, IP-10, Gro-R,
trombospondina, 2-metoxiestradiol, proteina relacionada con la proliferina,
carboxiamidotriazol, CMIOI, Marimastat, pentosan polisulfato, angiopoyetina 2,

interferon-alfa, herbimicina A, PNU145156E, fragmento 16K de prolactina,

Linomida, talidomida, pentoxifilina, genisteina, TNP-470, endostatina, paclitaxel,
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acutina, cidofovir, vincristina, bleomicina, AGM- 1470, factor plaquetaric 4 o
minociclina.

En un aspecto, dicho agente quimioterapéutico es gemcitabina a una
dosis que varia de 100 a 1000 mglmzlcicio En una forma de realizacion, dicho
agente quimioterapéutico es dacarbazina a una dosis que varia de 200 a 4.000
mg/m?fciclo. En otro aspecto, dicha dosis varia de 700 a 1000 mg/m®/ciclo. En
otro aspecto mas, dicho agente quimioterapéutico es fludarabina a una dosis
que varia de 25 a 50 mg/m%ciclo En un -aspecto, dicho agente
quimioterapéutico es citosina arabindsido (Ara-C) a una dosis que varia de 200
a 2.000 mg/m%ciclo. En otro aspecto mas, dicho agente quimioterapéutico es
docetaxel a una dosis que varia de 1,5 a 7,5 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas,
dicho agente quimioterapéutico es paclitaxel a una dosis que varia de 5 a 15
mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas, dicho agente quimioterapéutico es cisplatino

a una dosis que varia de 5 a 20 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mas, dicho agente

guimioterapeutico es 5-fluorouracilo a una dosis que varia de 5 a 20 mg/kg/ciclo.

En ofro aspecto mas, dicho agente guimioterapéutico es doxorubicina a una
dosis que varia de 2 a 8 mg/kg/ciclo. En otro aspecto mds, dicho agente
quimioterapeutico es epipodofilotoxina a una dosis que varia de 40 a 160
mg/kg/ciclo. En otro aspecto mds, dicho agente quimioterapéutico es
ciclofosfamida a una dosis que varia de 50 a 200 mg/kg/ciclo. En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es irinotecan a una dosis que varia de 50
a 150 mg/m?ciclo. En otro aspecto mas, dicho agente quimioterapéutico es
vinblastina a una dosis que varia de 3,7 a 18,5 mg/m%/ciclo. En otro aspecto
mas, dicho agente quimioterapéutico es vincristina a una dosis que varia de 0,7

az mglmgfciclo. En un aspecto, dicho agente quimioterapéutico es metotrexato

37
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a una dosis que varia de 3,3 a 1000 mglmzlciclo

| En otro aspecto, los inmunoconjugados antimesotelina de la presente
invencién se administran en combinacién con uno o mas agentes
inmUnoterapéuticos, tales como anticuerpos o inmunomoduladores, que
incluyen, entre otros, Herceptin®, Retuxan®, OvaRex, Panorex, BEC2, IMC-
C225, Vitaxin, Campath I/H, Smart MI95, LymphoCide, Smart | D 10 y Oncolym,
rituxan, rituximab, gemtuzumab o trastuzumab. '

La invencion también contempla administrar los inmunoconjugados
antimesotelina de la presente invencion con uno o mas agentes anti-
angiogeénicos, que incluyen, entre otros, angiostatina, talidomida, kringle 5,
endostatina, Serpin (inhibidor de la serinproteasa) anti-trombina, fragmentos
proteoliticos de 29 kDa en N-terminal y de 40 kDa en C-terminal de fibronectina,
fragmento proteolitico de 16 kDa de prolactina, fragmento proteolitico de 7.8
kDa del factor-4 plaguetario, un péptido B-aminoacido correspondiente a un
fragmento del factor-4 plaquetario (Maione y col., 1990, Cancer Res. 51:2077),
un peptido de 14 aminoacidos correspondiente a un fragmento del colageno |
(Tolma y col., 1993, J. Cell Biol. 122:497), un péptido de 19 aminodcidos
correspondiente a un fragmento de la trombospondina | (Tolsma y col., 1993, J.
Cell Biol. 122:497), un péptido de 20 aminodcidos correspondiente a un
fragmento de la SPARC (Sage y col., 1995, J. Celi. Biochem. 57. 1329), o
cualquier fragmento, miembros de la familia o sus derivados, incluidas sus
sales farmacéuticamente aceptables. También se han descrito otros péptidos
que inhiben la angiogénesis y corresponden a fragmentos de laminina,
fibronectina, procolageno y EGF (Véase la revision de Cao, 1998, Prog. Mol.

Subcell. Biol. 20:161). Se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales y
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los pentapéptidos ciclicos, que bloguean ciertas integrinas que se unen a
proteinas RGD (es decir, que poseen el motivo peptidico Arg-Gly- Asp) tienen
actividades anti-vascularizacion (Brooks y col., 1994, Science 264:569:
Hammes y col., 1996, Nature Medicine 2:529). Ademas, !a inhibicién del
receptor del activador de plasminégeno tipo urocinasa por antagonistas inhibe
la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la metastasis (Min y col., 1996,
Cancer Res. 56:2428-33; Crowley y col, 1993, Proc Natli Acad. Sci. USA
80:5021). En la presente invencion también se contempla el uso de dichos
agentes antiangiogénicos.

En ofro aspecto, los inmunoconjugados antimesotelina de la presente
invencion se administran en combinacién con un régimen de radiacion.

Los inmunoconjugados antimesotelina de la presente invencién también
se pueden administrar en combinacion con una 0 mas citocinas, que incluyen,
entre otras, finfocinas, factor de necrosis tumoral, citocinas similares al factor
de necrosis tumoral, linfotoxina-a, linfotoxina-B, interferon-B, macréfago,
proteinas inflamatorias, factor estimulador de las colonias de granulocitos
monocitos, interleucinas (incluidas, entre otras, interleucina-1, interleucina-2,
interleucina-6, interleucina-12, interleucina-15, interleucina- 18), ligandos OX40,
CD27, CD30, CD40 o CD 137, ligando Fas-Pas, 4- IBBL, proteina activadora de
monocitos endoteliales o cualquier fragmento, miembros de la familia o sus
derivados, incluidas sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los inmunoconjugados antimesotelina de la presente invencion también
se pueden administrar en combinacién con una vacuna contra el cancer,
ejemplos de las cuales incluyen, entre otras, células o tejidos antdlogos, células

o tejidos no autdlogos, antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina,
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gonadotropina coridnica humana, vacuna con microorganismos vivos contra
BCG, proteinas de linaje melanocitico (p. e]., gplOO, MART-1/MelanA, TRP-|
(gp75), tirosinasa, antigenos ampliamente compartidos asociados con tumores,
incluidos los especificos de tumores (p. €j., BAGE, GAGE-I, GAGE-2, MAGE-I,
MAGE-3, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, pl5), antigenos mutados que estan
asociados con tumores (B-catenina, MUM-I, CDK4), antigenos no melanoma {p.
ej., HER-2/neu (carcinoma de mama o de ovario), papilomavirus humano 5 ES8,
E7 (carcinoma cervical), MUC- 1 (carcinoma de mama, de ovario y de
pancreas). Para los antigenos tumorales humanos reconocidos por los
linfocitos T, véase, generalmente, Robbins y Kawakami, 1996, Curr. Opin.
Immunol. 8:628. Las vacunas contra el cancer pueden 0 no ser preparaciones
purificadas.

En otra forma de realizacién mas, los inmunoconjugados antimesotelina
de la presente invencidn se usan junto con un tratamiento hormonal. Los
tratamientos terapéuticos hormonales comprenden agonistas hormonales,
antagonistas hormonales (p. e}, flutamida, tamoxifeno, acetato de leuprolido
(LUPRON), antagonistas de la LH-RH), inhibidores de la biosintesis y
procesamiento de hormonas, y estercides (p- ej., dexametascna, retinoides,
betametasona, cortisol, cortisona, prednisona, dehidrotestosterona,
glucocorticoides, mineralocorticoides, estrégeno, testosterona, progestinas),
antigestagenos (p. ej., mifepristona, onapristona) y antiandrégenos (p. ej.,
acetato de ciproterona).

Los inmunoconjugados antimesotelina de la invencién se pueden usar en
combinacién con, por ejemplo coadministrarse con, un agente fenotipico anti-

MDR (resistencia a multiples farmacos). Muchos canceres humanos expresan



15

20

25

-34-

de forma intrinseca o desarrollan espontaneamente resistencia a varias clases
de farmacos anticancerosos al mismo tiempo, a pesar de que cada una de las
clases farmacolégicas tienen diferentes estructuras y mecanismos de accién.
Este fendmeno, que se puede imitar en células de mamifero cultivadas, se
denomina generélmente resistencia a muitiples farmacos ("MDR") o el fenotipo
de resistencia a mdltiples farmacos. El fenotipo MDR presenta obstaculos
significativos a los tratamientos quimioterapéuticos con éxito para céncer en
pacientes humanos. La resistencia de los tumores malignos a multiples agentes
guimicterapeuticos es una causa mayoritaria del fallo del tratamiento (Wittes y
col., Cancer Treat. Rep. 70:105 (1986); Bradley, G. y col., Biochim. Biophys.
Acta 948:87 (1988); Griswald, D. P. y col., Cancer Treat. Rep. 65(S2):51 (1981);
Osteen, R. T. (ed.), Cancer Manual, (1990)). Los tumores que inicialmente son
sensibles a los agentes citotoxicos a menudo recurren o se convierten en
refractarios a muttiples farmacos quimioterapéuticos (Riordan y col., Pharmacol.
Ther. 28:51 (1985), Gottesman y col.,, Trends Pharmacol. Sci. 9:54 (1988);
Moscow y col,, J. Natl. Cancer Inst. 80:14 (1988); Croop, J. M. y col., J. Clin.
Invest. 81:1303 (1988)). Las células o tejidos obtenidos de tumores y cultivados
en presencia de un farmaco citotdxico seleccionado puede tener como
resultado la resistencia cruzada a otros farmacos en dicha clase ademas de en
otras clases de farmacos, incluidas, entre otros, las antraciclinas, alcaloides de
vinca y epipodofilotoxinas (Riordan y col., Pharmacol. Ther. 28:51 (1985);
Gottesman y col., J. Biol. Chem. 263:12163 (1988)). Por tanto, la resistencia
adquirida a un dnico farmaco tiene como resultado una resistencia simultanea
a un grupo diverso de farmacos que no estan ni estructural ni funcionalmente

relacionados. Dicha resistencia puede ser un problema para los tumores en
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forma sdlida y en forma liquida (p. €j., canceres de la sangre o de la linfa).

Un mecanismo importante de resistencia a multiples farmacos en células
de mamifero implica el incremento de la expresidn del sistema de bomba de
glicoproteinas de membrana plasmatica de 170 kDa (Juranka y col., FASEB J
3:2583 (1989), Bradley, G. y col., Blochem. Biophys. Acta 948:87 (1988)). E
gen que codifica este sistema de bomba, en ocasiones denominado un
transportador de milltiples farmacos, se ha clonado en células humanas
cultivadas y generalmente se denomina mdrl. Este gen se expresa en varias
clases de tejidos normales, pero los sustratos fisiolégicos transportados para el
producto del gen mdri en estos tejidos no se han descrito. El producto MDRI es
un miembro de la superfamifia de las proteinas transportadoras ABC, un grupo
de proteinas que tiene la funcion de exportacién dependiente de energia. Ei
producto proteico del gen mdrl, generalmente conocido como glicoproteina P
("P-170", "P-gp"), es una proteina transmembrana plasmatica de170 kDa que
constituye la bomba de eflujo dependiente de energia mencionada en lo que
antecede. La expresién de P-gp sobre la superficie de la célula es suficiente
para hacer que las células sean resistentes a multiples farmacos citotoxicos,
incluidos muchos agentes anticancerosos. La MDR mediada por la P-gp parece
ser un componente clinico importante de [a resistencia tumoral en tumores de
diferentes tipos y la expresién del gen mdrl se correlaciona con la resistencia a
la quimioterapia en diferentes tipos de cadncer. La secuencia nucleotidica del
gen mdri (Gros, P. y col., Cell 47:371 (1986); Chen, C. y col., Cell 47:381 (1986))
indica que codifica un polipéptido similar o idéntico a la glicoproteina P y que
estos son miembros de la clase altamente conservada de proteinas de

membrana similares a los transportadores bacterianos e implicados en los
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procesos de transportes fisiologicos normales. El analisis de la secuencia del
gen mdrl indica que la Pgp consta de 1280 aminoacidos distribuidos entre dos
mitades homologas (identidad del 43%). Cada mitad de la molécula tiene seis
dominios transmembrana hidréfobos y cada una tiene un sitio de union a ATP
dentro de los grandes bucles citoplasmaticos. Sélo aproximadamente el 8% de
la molécula es extracelular y el resto de carbohidrato (aproximadamente 30
kDa) esta unido a los sitios en esta region.

Por tanto, se apreciara que las células de mamifero que tienen una
‘resistencia a multiples farmacos” o fenotipo de “resistencia a multiples
farmacos” se caracterizan por la capacidad para secuestrar, exportar o expeler
una pluralidad de sustancias citotéxicas (p. ej., farmacos quimioterapéuticos)
del medio intracelular. Las células pueden adquirir este fenotipo como resultado
de la presién de seleccion impuesta por la exposicion a un Unico farmaco
guimioterapéutico (la toxina de seleccién). Como alternativa, las células pueden
exhibir el fenotipo antes de la exposicién a la toxina, ya que la exportacion de
sustancias citotoxicas puede implicar un mecanismo en comun con la
exportacion normal de los productos de secrecion celular, metabolitos y
similares. La resistencia a multiples farmacos difiere de la resistencia simple
adquirida a la toxina de seleccién en que la célula adquiere competencia para
exportar citotoxinas adicionales (otros farmacos quimioterapéuticos) a las que
la célula no ha sido expuesta anteriormente. Por ejemplo, Mirski y col. (1987),
47 Cancer Res. 2694-2598, describen el aislamiento de una poblacion celular
resistente a multiples farmacos cultivando ia linea celular H69, derivada de un
carcinoma humano de pulmén de células pequefas, en presencia de

adriamicina {doxorubicina) como toxina de seleccion. Se encontrd que las
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celulas supervivientes resistian a los efectos citotoxicos de los analogos de
antraciclina (p. ej., daunomicina, epirubicina, menogarilo y mitoxantrona),
acivicina, etopdsido, gramicidina D, colchicina y alcaloides derivados de Vinca
{vincristina y vinblastina) asi como adriamicina. Se pueden aplicar técnicas de
cultivo de seleccién similares para generar poblaciones celulares adicionales
resistentes a multiples farmacos. De acuerdo con esto, las composiciones
farmaceuticas de la invencién pueden incluir adicionalmente compuestos que
actian para inhibir el fenotipo MDR y/o las condiciones asociadas con el
fenotipo MDR. Dichos compuestos pueden incluir cualquier compuesto
inhibidor de MDR conocido en la técnica, tales como anticuerpos especificos de
componentes de MDR (p. ej., anticuerpos transportadores anti-MDR) o
inhibidores de moléculas pequefas de transportadores de MDR, incluidos,
especificamente, tamoxifeno, verapamilo y ciclosporina A, que son agentes de
fos que se conoce que invierten o inhiben la resistencia a multiples farmacos.
(Lavie y col. J. Biol. Chem. 271: 19530-10536, 1996, que se incorpora en la
presente memoria descriptiva por referencia). Dichos compuestos se pueden
encontrar en las patentes de EE.UU. n® 5.773.280, 6.225.325 y 5.403.574,
cada una de las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por
referencia. Dichos compuestos inhibidores de MDR se pueden coadministrar
con los inmunoconjugados antimesotelina de la invencion con varios fines,
incluidos, invertir el fenotipo de MDR tras la detecciéon del fenotipo de MDR
para ayudar o potenciar un tratamiento guimioterapéutico. El inhibidor de MDR,
tal como, por ejemplo, tamoxifeno, verapamilo o ciclosporina A, puede usarse
junto con los compuestos de la invencién para ayudar en la deteccion del

fenotipo de MDR. De acuerdo con este aspecto, un inhibidor de MDR puede
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potenciar la captacion y la acumulacion de un compuesto de la invencién en
una celula de cancer MDR, ya que la capacidad del sistema de transporte de
MDR en el transporte o “bombeo hacia fuera” del compuesto especular en
refacién con el dominio del sustrato disminuiria en presencia de un inhibidor de
MDR..

En otra forma de realizacién mas, los inmunoconjugados antimesotelina
de la presente invencién se usan junto con un programa de terapia génica en el
tratamiento del cancer. La terapia génica con células recombinantes que
secretan interleucina 2 se puede administrar en combinacién con los
inmunoconjugados de la invencién para prevenir o tratar el cancer,
particularmente el cancer de mama (véase, por ejemplo, Deshmukh y col.,
2001, J. Neurosurg. 94:287).

Pata evaluar la capacidad de un inmunoconjugado concreto para ser
terapeuticamente (til para tratar el cancer, como ejemplo, el inmunoconjugado
puede analizarse in vivo en un modelo de tumor xenoinjertado de ratén.
Ejemplos de modelos terapéuticos se detallan en los ejemplos 1 y 2. La
actividad del anticuerpo puede también analizarse usando un ensayo de
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos tal como se

describe en el ejemplo 3.

Composiciones y dosificaciones farmacéuticas

Los inmunoconjugados descritos en la presente memoria descriptiva se
pueden proporcionar en una composicién farmacéutica que comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente

aceptable puede ser no pirégeno. Las composiciones pueden administrarse
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solas o en combinacidon con al menos ofro agente, tal como un compuesto
estabilizante, que puede administrarse en cualquier transportador farmacéutico
estéril, biocompatible, incluidos, entre otros, solucidn salina, solucién salina
tamponada, dextrosa y agua. Se pueden emplear una variedad de vehiculos
acuosos, incluidos, entre otros, solucién salina, glicina o similares. Estas
soluciones son estériles y generalmente libres de material particulada. Estas
soluciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacion
convencionales bien conocidas (p. ej., filtracion). _

Generalmente, la frase “vehiculo farmacéuticamente aceptable’ esta
reconocida en la técnica e incluye un material, composicién o vehiculo
farmaceuticamente aceptable adecuado para administrar a mamiferos
compuestos de la presente invencion. Los vehiculos incluyen cargas liquidas o
sdlidas, diluyente, excipiente, disolvente © material de encapsulacién,
implicados en el transporte del agente sujeto de un 6rgano, una porcién del
cuerpo, a otro organo o porcién del cuerpo. Cada vehiculo debe ser "aceptable"
en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion y
no dafino para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir
como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: azucares, tales como
lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de malz y almidén
de patata; celulosa, y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica,
etilcelulosa y acetato de celulosa; goma tragacanto en polvo; malta, gelatina;
talco; excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios;
aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de algodon, aceite de cartamo,
aceite de sesamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles,

tales como propilenglicol; policles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y
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polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar;
agentes de tamponamiento, tales como hidroxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; &cido alginico; agua libre de pirogenos; solucién salina isotonica;
solucién de Ringer; alcohol etilico; soluciones de tampon fosfato; y otras
sustancias compatibles no téxicas empleadas en las formulaciones
farmaceéuticas. Agentes humectantes, emulsionantes y lubricantes, tales como
laurilsulfato sodico y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes,
agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y
agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar
presentes en las composiciones de inmunoconjugado de la invencidn.

Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen:
antioxidantes hidrosolubles, tales como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina,
bisulfato sodico, metasulfito sodico, sulfito sodico y similares: antioxidantes
solubles en aceite, tal como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol vy
similares; y agentes quelantes de metales, tales como Acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico y
similares.

Las composiciones pueden  contener  sustancias  auxiliares
farmacéuticamente aceptables segun se requiera para aproximarse a las
condiciones fisiologicas, tales como agentes de ajuste y tamponamiento del pH,
y similares. La concentracién del inmunoconjugado de la invencioh en dicha
formulacion farmacéutica puede variar considerablemente y puede
seleccionarse principalmente sobre la base de volimenes de fluido,

viscosidades etc., de acuerdo con el modo de administracién concreto
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seleccionado. Si se desea, més de un tipo de anticuerpo o inmunoconjugado
puede incluirse en una composicién farmacéutica (p. ej., un anticuerpo con
diferentes Ka para ia unién a la mesotelina).

Las composiciones pueden administrarse a un paciente solas o en
combinacién con otros agentes, farmacos u hormonas. Ademas de los
ingredientes activos, estas composiciones farmacéuticas pueden contener
vehiculos farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes vy
sustancias auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos
en preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. Las composiciones
farmacéuticas de la invencién pueden administrarse por cualquier numero de
vias, incluidas, entre otras, las vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutanea,
intraperitoneal, intranasal, parenteral, tépica, sublingual o rectal.

Las composiciones de la invencién adicionalmente contemplan
inmunovehiculos adecuados, tales como proteinas, polipéptidos o péptidos
tales como albumina, hemocianina, tiroglobulina y sus derivados,
particularmente seroalblimina bovina (BSA) y hemocianina de lapa californiana
(KLH), polisacaridos, hidratos de carbono, polimeros y fase sdlidas. Otras
sustancias derivadas de proteinas o no derivadas de proteinas son conocidas
para los expertos en la técnica.

En aspectos que implican vacunas, por ejemplo vacunas contra el cancer
junto con los anticuérpos de la invenciodn, las compaosiciones de la invencion se
pueden administra con o sin un coadyuvante. La administracién se puede llevar
a cabo en ausencia de un coadyuvante con el fin de evitar cualquier toxicidad

inducida por coadyuvante. El experto en la técnica a la que atafie la presencia
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invencion, por ejemplo un médico especializado en cancer, apreciara y
entendera como determinar si se debe usar 0 no un coadyuvante y puede
depender de la historia médica del un sujeto, los datos familiares, los datos de
toxicidad, los resultados de las pruebas relacionadas con alergia etc. En formas
de realizacién en los que se usa un coadyuvante, es ventajoso que el
coadyuvante estimule la formacién de anticuerpos protectores, tales como
anticuerpos 19G protectores. Cualquier coadyuvante adecuado conocido para
un experto en la técnica se contempla en la presente invencién y se adapta
faciimente a la presente invencién. Coadyuvantes adecuados para usar en [a
vacunacién de animales pueden incluir, entre otros, hidréxido de aluminio,
saponina y su componente purificado Quit A, coadyuvante completo de Freund
(ACF) y coadyuvante incompleto de Freund (AIF). Se ha mostrado que el
sulfato de dextrano es un potente estimulador de anticuerpos 19G2 contra los
antigenos de superficie celular estafilococicos y también es adecuado como
coadyuvante. El experto en la técnica apreciara que algunos coadyuvantes
pueden ser mas preferibles para aplicacién veterinaria, mientras que otros
coadyuvantes seran preferibles para usar en seres humanos y que las
toxicidades del coadyuvante son una consideracion que el experto en la técnica
debe tener en cuenta antes de la administracion del compuesto a un ser

humano.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral, subcutanea,
intravenosa, intramuscular y similares; vehiculos farmacéuticos adecuados; vy
técnicas para la formulacion y la administracién se pueden preparar mediante
cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica (véase, por

ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,

S7
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Pa., Vigésima edicidén, 2000). La formas de dosificacion liquidas para
administracion oral de los compuestos de la invencién incluyen emulsiones,
microemuisiones, soluciones, suspensiones,  jarabes y  elixires
farmacéuticamente aceptables. Ademas del ingrediente activo, las formas de
dosificacion liquidas pueden contener diluyente inerte de uso habitual en la
tecnica, tal como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes
y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de
etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencito, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (en particular aceites de algodon, aceite de cacahuete, de
maiz, de germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol de
tetrahidrofurilo, polietilenglicoles y ésteres de 4cidos grasos de sorbitan, y
mezclas de los mismos.

Las frases "administracién parenteral” y “administrado por via parenteral”,
como se usan en la presente memoria descriptiva, significan modos de
administracion distintos a la administraciéon enteral y topica, normalmente
mediante inyeccién, e incluyen, sin limitaciones, la inyeccién intravenosa,
intramuscular,  subcutanea,  subcuticular, intraarticular,  subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal e intraesternal y la infusion.

La determinacion de una dosis terapéuticamente eficaz est4 bien dentro
de fa capacidad de los expertos en la técnica. Una dosis terapéuticamente
eficaz se refiere a la cantidad de un inmunoconjugado que puede usarse para
tratar de forma eficaz una enfermedad (p. ej., cancer) en comparacién con la
eficacia que es evidente en ausencia de la dosis terapéuticamente efectiva.

La dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en

modelos de animales (p. ej., ratas, ratones, conejos, perros o cerdos). El



20

25

-44-

modelo animal también se puede usar para determinar el intervalo de
concentraciones adecuado y la via de administracion. Tal informacion se puede
usar despues para determinar dosis Utiles y vias de administracién en seres
humanos. La eficacia terapéutica y la toxicidad (p. ej., DE50, la dosis
terapeuticamente eficaz en el 50% de la poblacién) y la DL50, la dosis letal
para el 50% de la poblacion, de un inmunoconjugado se pueden determinar
mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o
animales experimentales, El cociente entre los efectos toxicos y terapéuticos es
el indice terapéutico y puede expresarse en forma del cociente DL50/DES0.
Los datos obtenidos de los estudios animales se usan en la formulacién de un
intervalo de dosificacion para uso humano. La dosificacion contenida en dichas
composiciones puede estar dentro de un intervalo de concentraciones
circulantes que incluyen la DE5S0 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion
varia dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacién
empleada, la sensibilidad del paciente y la via de administracion.

El medico puede determinar la dosificacion exacta a la luz de los factores
relacionados con el paciente que requiere el tratamiento. La dosificacion y la
administracion pueden ajustarse para proporcionar niveles suficientes del
inmunoconjugado o para mantener el efecto deseado. Entre los factores que se
pueden tener en cuenta se incluyen la gravedad de la enfermedad, la salud
general def sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, Ia hora y la
frecuencia de administracion, la{s) combinacién/combinaciones de farmacos,
las sensibilidades de la reaccion y la tolerancia/respuesta al tratamiento. Los
polinucledtidos que codifican inmunoconjugados de la invenciéon se pueden

construir e introducir en una célula, bien ex vivo o in vivo, usando técnicas bien
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establecidas incluidas, entre ofras, transferencia de ADN mediada por
transferrina-policationes, fusién celular, transporte intracelular de perlas de
latex recubiertas con ADN, fusion de protoplastos, infeccidn virica,
electroporacion, “disparo génico” y DEAE, o transfeccion mediada por fosfato
calcico.

Las dosificaciones eficaces in vivo de componentes de toxéforo de un
inmunoconjugado estdn en el intervalo de aproximadamente 5 ug a
aproximadamente 500 ug/kg del peso corporal del paciente. El modo de
administracion de las composiciones farmacéuticas que contienen
inmunoconjugado de la presente invencién puede ser cualquier via adecuada
que libere el anticuerpo en el huésped. Como ejemplo, las composiciones
farmacéuticas de la invencidén pueden ser Utiles para administracién parenteral
(p. e}, administracion subcutdnea, intramuscular, intravenosa o intranasal).
Todas las patentes y solicitudes de patente citadas en esta divulgacion se
incorporan expresamente en la presente memoria descriptiva por referencia.
Generalmente, la divulgacion anterior describe la presente invencién. Un
entendimiento mas completo se puede obtener por referencia a los siguientes
ejemplos especificos, que se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos y

no se pretende que limiten el Ambito de la invencion.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1. Eficacia del inmunoconjugado en un modelo en ratén de

xeneinjerto de carcinoma pancreatico humano que expresa mesotelina

Con el fin de analizar si los inmunoconjugados antimesotelina podian



10

20

25

-46-

reducir el crecimiento de los tumores de un modo dependiente de mesotelina,
se realizd una transfeccion estable de células de carcinoma pancreatica
humana (MiaPaCa-2) con mesotelina y se usaron para establecer un modelo
de raton de tumor en crecimiento subcutaneo. Se us6 la linea celular de
carcinoma de colon humano HT29 para establecer tumores control negativos a
mesotelina en el estudio de eficacia. Las células MiaPaCa se mantuvieron
como cultivos adherentes en medio DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v),
suero de caballo al 2,5% (v/v), 1,5 g/l de bicarbonato sédico, 4,5 g/l de glucosa,
glutamina 4mM y 0,4 % (v/v) de higromicina. Las células HT29 se cultivaron en
medio 5a de McCoy con glutamina 1,5 mM, 2,2g/l de bicarbonato sédico y FCS
al 10% (viv). La expresion de mesotelina por las células MiaPaCa-2 y ia
ausencia de mesotelina en las células HT29 se confirmé mediante FACS (no
mostrado). Para evaluar el crecimiento in vivo de las células tumorales, en
ratones hembra atimicos NMRi se inoculd por via subcutdnea en el flanco
derecho 3 x 10° células MiaPaCa-2 o 1 x 10° células HT29, resuspendidas en
50% de Matrigel™ y 50% de medio. Como inmunoconjugados antimesotelina
MF-J-SPDB-DM4, MF-T-SPDB-DM4, MF226-SPDB-DM4 y MORG6640-SPDB-
DM4 se han investigado a dosis terapéuticas de 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,05
mg/kg y 0,2 mg/kg (en re[acién‘ con la cantidad de toxéforo). MF-J-SPDB-DV4,
MF-T-SPDB-DM4, MF226-SPDB-DM4 y MOR6640-SPDB-DM4 se generaron
mediante el procedimiento siguiente: Los anticuerpos antimesotelina se
modificaron con éster de N-hidroxisuccinimida del 4cido 4-2-
piridilditio]butanoico (SPDB) para introducir grupos ditiopiridilo. A 8 mg/mi de
anticuerpo se usd un exceso molar de ~6 veces de SPDB (solucién madre

~20mM en EtOH) para modificar el anticuerpo. Los anticuerpos modificados se

SS
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hicieron reaccionar con un exceso molar de 1,7 veces de la forma de tiol libre
de maitansinoide con respecto a tiopiridilo. La reaccion se llevé a cabo a 2,5
mg/ml de anticuerpo en presencia de 3% de dimetilacetamida (3% v/v) durante
20 horas a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccidn de conjugacion se
purificé a partir del farmaco sin reaccionar y los subproductos de la reaccién
usando una columna Sephadex G25 para desalado. El niUmero de moléculas
de maitansinoide por anticuerpo se calculdé midiendo las absorbancias a 252
nm y a 280 nm, usando coeficientes de extincion de 224000 M cm™ por
anticuerpo y 5180 M’ cm™ por DM4 a 280 nm. La proporcién de las
absorbancias 252 nm/280 nm es de 0,37 para el anticuerpo y de 5,05 para
DM4.

Et tratamienfo comenzé tras el establecimiento del tumor el dia 5 después
de la inoculacién de las célutas tumorales, seguido por dos tratamientos
adicionales los dias 8 y 12 después de la inoculacion de las células tumorales.
Los ratones control se trataron con 0,2 mg/kg del inmunoconjugado no dirigido
a la diana (anti-lisozima-SPDB-DM4) o con volumenes iguales de vehiculo solo
(histidina 10 mM, glicina 130 mM, sacarosa al 5% (p/v), pH 55). Los
tratamientos se produjeron con un volumgn de dosificacion de 100 pl/10g de
peso corporal mediante aplicacion intravenosa. Los grupos estaban
constituidos por 6 animales cada uno. El estado de salud de los ratones se
analizé diariamente. Se midieron la longitud y la anchura de los tumores
subcutaneos usando un compas electrénico dos veces a la semana. E| 4rea del
tumor se calculé mediante la férmula: area tumoral [mm2] = longitud [mm] x
anchura [mm]. Todos los datos obtenidos mediante el experimento se

documentaron. Un ejemplo de la eficacia anti-tumoral del inmunoconjugado

SE
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antimesotelina MF-T-SPDB-DM4 sobre células de carcinoma de pancreas
humano transfectades con mesotelina a diferentes dosis de tratamiento se
muestra en la figura 1. En ratones hembra atimicos NMRI se inoculé en su
flanco derecho 3 x 10° células de carcinoma de pancreas humano MiaPaCa-2
positivas a mesotelina (A) o 1 x 10° células de carcinoma de colon humano
HT29 negativas a mesotelina (B) resuspendidas en 50% de Matrigel™/50% de
medio. Una vez transcurridos 5, 8 y 12 dias después de la inoculacién de las
celuias tumorales, los ratones recibieron 0,01, 0,03, 0,05, 0,2 mg/kg de MF-T-
SPDB-DM4, (todas las concentraciones respecto a la cantidad de toxéforo) o
de vehiculo solo. La longitud y la anchura de los tumores se midieron dos
veces a la semana y se calcul6 el drea del tumor mediante multiplicacion de la
anchura por la longitud. Se representan los valores medios y la desviacién
estandar para cada grupo y el punto de tiempo medido. Todas las n = 6. Los
asteriscos indican los valores P < 0,05.

El tratamiento de los ratones portadores del tumor revelé que todos los
inmunoconjugados antimesotelina analizados pudieron suprimir el crecimiento
de los tumores MiaPaCa-2 positivos para mesotelina in vivo a dosis de 0,03
mg/kg, 0,05 mg/kg y 0,2 mg/kg. A dosis de 0,05 mg/kg y 0,2 mg/kg de MF-T-
SPDB-DM4 se produjo una erradicacion completa del tumor sin recrecimiento
de los tumores hasta el final del periodo de observacion de 132 dias. La
concentracion de 0,05 mg/kg de SPDB-DM4-anti-lisozima control no dirigida a
la diana no tuvo ningun efecto sobre el crecimiento del tumor MiaPaCa positivo
para mesotelina (Tabla 1). En comparacién con los tumores no tratados vy
tratados con vehiculo, el crecimiento de los tumores HT29 negativos para

mesotelina no se redujo significativamente con la dosis mas elevada de 0,2
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mg/kg de MF-T-SPDB-DM4. Esto demuestra que la fuerte eficacia inhibidora

del tumor de MF-T-SPDB-DM4 depende de |a expresion de mesotelina en el

interior del tumor.

Tabla 1. Eficacia de inhibicion del tumor de los inmunoconjugados
antimesotelina en el modelo de tumor de xenoinjerto MiaPaCa

positivo para mesotelina.

MF-J- MOR-6640- MF-T- MF-226- | alisozima-
DM4 DMV4 DM4 DM4 Dm4
(control)
DM4/Ab 2,8 3,6 3,6 3,3 4,0-4,1
0,01 - - - - nd
mgl/kg
0,03 nd + + + nd
mg/kg
0,05 + + ++3) + -
ma/kg
0,2 + ++h} ++a) ++ +b)
mg/kg
++ Erradicacién del tumor a) Erradicacion completaen 132 d
+ Reduccion/Regresién b) Recrecimiento del tumor en todos los
animales (n=6)en132d

- Sin signos. Efecto, duracién del experimento 20-30 d
nd no determinado

EJEMPLO 2: Eficacia en tumores que expresan mesotelina de forma

S



20

25

-50-

enddgena y comparacidn de diferentes ligantes

Con el fin de analizar si los inmunoconjugados antimesotelina pueden
suprimir el crecimiento de las células tumorales que expresan mesotelina de
forma endogena in vivo se usé un modelo de xenoinjerto con células de
carcinoma de cuello uterino humano en crecimiento subcutdneamente
(HeLaMATU). Las células HelLaMATU se mantuvieron como cultivos
adherentes en medio DMEM/HAMS12 suplementado con FCS al 10% (v/v),
suero de caballo al 2,5% (v/v}), 1% de piruvato sodico y 1% de glutamina (p/v).
La expresion de mesotelina se confirmd mediante analisis FACS in vitro. En
ratones hembra atimicos NMRI se inoculé por via subcutanea en el flanco
derecho 15 x 10° células HeLaMATU resuspendidas en 50% de
Matrigel™/50% de medio. Adicionalmente se abordé si el intercambio del
SPDB-ligante escindible por un ligante polar (-sulfo-SPDB), por un ligante
estable (-SMCC) o por un ligante polar y estable {(-(PEG)4-mal) conduce a una
alteracion de la eficacia anti-tumoral del inmunoconjugado basado en
MORG640 in vivo. Ratones portadores de tumor HelLaMATU se trataron por via
intravenosa con 0,2 mg/kg de bien MOR6640-SPDB-DM4, MOR6640-SMCC-
DM1, MOR&640-Sulfo-SPDB-DM4 0 MOR6640-(PEG)4-mal-DM1 (respecto a la
cantidad de toxéforo) los dias 5, 8, y 12 después de la inoculacién de las
células tumorales. Los ratones control se trataron con 0,2 mg/kg del
inmunoconjugado no dirigido a la diana (anti-isozima-SPDB-DM4) o con
volumenes iguales de vehiculo solo. Los grupos estaban constituidos por 6
animales cada uno. Se realizé una exploracion diaria de! estado de salud de los
ratones. Se midieron la longitud y la anchura de los tumores subcutaneos

usando un compas electronico dos veces a la semana. El area del tumor se
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calculé mediante la férmula: area tumoral [mm?] = longitud {mm] x anchura
[mm]. Los datos obtenidos se presentan en la figura 2. El tratamiento de los
ratones portadores del tumor reveldé a) que los inmunoconjugados
antimesotelina eran eficaces en la supresion del crecimiento de tumores que
expresan mesotelina de forma endégena in vivo y b) que los conjugados con
ligantes escindibles (MOR6640-SPDB-DM4 y MORG6640) mostraban una
eficacia antitumoral mayor que los conjugados con los ligantes estables
(MOR8640-SMCC-DM1 y  MOR6640-(PEG)4-mal-DM1). En particular,
MOR6640-SPDB-DM4 y MORG6E640-sulfo-SPDB-DM4  condujeron a una
erradicacion de los tumores de todos los animales tratados once dias después
del Ultimo tratamiento, mientras que el tratamiento con MOR6640-SMCC-DM1 y
MOR6640-(PEG)4-mai-DM1 s6lo da como resultado un retraso del crecimiento
tumoral. No obstante, once dias después del Ultimo tratamiento, el 4rea de los
tumores tratados con MORG6640-SMCC-DM1 y MOR6640-(PEG)4-maI-DM1',
respectivamente, fue significativamente menor en comparacién con la de los
tumores tratados con vehiculo o con anti-lisozima-SPDB-DM4. E| conjugado
control no dirigido a la diana no tuvo ningln efecto sobre el crecimiento del
tumor. Con el fin de comparar la eficacia antitumoral de los diferentes ligantes
en un segundo modelo de xenoinjerto, ios autores emplearon el modelo con
celulas MiaPaCa en crecimiento subcutaneo transfectadas con vector o con
mesotelina (n° 37) (células de carcinoma de pancreas humano). Las células
MiaPaCa-2-vector y MiaPaCa-2#37 se mantuvieron como cultivos adherentes
en medio DMEM/HAMS12 suplementado con 10% (viv) de FCS, 1% (p/v) de
glutamina y aminoacidos no esenciales 0,1 mM. La expresién de mesotelina se

confirmd mediante andlisis FACS y mediante analisis inmunohistoquimico de
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los tumores subcutaneos ex vivo. En ratones hembra atimicos NMRI se inoculd
por via subcutanea en el flanco derecho 3 x 10° células MiaPaCa-2-vector y
células MiaPaCa-2#37 resuspendidas en 50% de Matrigel™/50% de medio,
respectivamente. Los ratones portadores de tumores se frataron con 0,05
mg/kg de MORG6640-SPDB-DM4, MOR6640-SMCC-DM1, MORB640-Sulfo-
SPDB-DM4 o MORE640-(PEG)4-mal-DM1 (respecto a la cantidad de toxdforo)
los dias 5, 8, y 12 después de la inoculaciéon de las células tumorales. Los
ratones control se trataron con 0,05 mg/kg del inmunoconjugado ne dirigido a la
diana (anti-lisozima-SPDB-DM4) o con volumenes iguales de vehiculo solo.
Los grupos estaban constituidos por 6 animales cada uno. Se realizé una
exploracién diaria del estado de salud de los ratones. Se midieron la longitud y
la anchura de los tumores subcutdneos usando un compas electronico dos
veces a la semana. El 4rea del tumor se calculé mediante la formula: 4rea
tumoral [mm?] = longitud [mm] x anchura [mm]. Los datos del crecimiento
tumoral se presentan en la figura 3. En ratones portadores de tumores que
expresan mesotelina, el tratamiento con MOR6640-SPDB-DM4 y MOR6640-
sulfo-SPDB-DM4 condujo a una erradicacion de los tumores de todos los
animales tratados 12 dias después del Ultimo tratamiento. No obstante, el
recrecimiento de estos tumores se obtuvo diez dias después (Figura 3A). El
tratamiento con MOR6640-SMCC-DM1, MOR6640-(PEG)4-mal-DM1 y anti-
lisozima-SPDB-DM4 no afecté significativamente al crecimiento del tumor. En
contraste con los tumores que expresan mesotelina, ninguno de los
tratamientos condujo a una alteracién del crecimiento de las células MiaPaCa-2

transfectadas con vector in vivo (Figura 3B).

&7
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EJEMPLO 3: Citotoxicidad in vitro de inmunoconjugados antimesotelina
Para evaluar |a citotoxicidad de los inmunoconjugados antimesotelina se
cultivaron diferentes lineas celulares que expresan mesotelina hasta 80-90%
de confluencia, se tripsinizaron y se contaron. A continuacién, las células se
sembraron en placas de 384 pocillos de fondo plano a 800 con 25 ul de
volumen por pocillo en sus medios de crecimiento para todas las lineas
celulares. Se establecieron pocillos que solo contenian medio para Ia
sustraccion del blanco. A las 24 horas de |la siembra, se dosificaron MF-J-
SPDB-DM4 |, MF-226-SPDB-DM4 MOR6640-SPDP-DM4, MF226-SPDP-DM4 vy
anti-lisozima-SPDP-DM4 en el intervalo de 0,01 a 3,00 nM. Se realizaron
triplicados para cada dilucién. Las mediciones finales se realizaron a las 96
horas. La viabilidad celular se evalué mediante medicion en ensayo WST-1
(Roche n° de cat. 1644807). Los valores de Clsy se muestran en la Tabla 2. En
la figura 4 se muestra una curva de dosis-respuesta que demuestra la

citotaxicidad in vitro de MF-T-SPDP-DM4 sobre células HelaMatu.

2
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lineas celulares que expresan mesotelina

MF-J-sPDP-| MOR0s640 MF-T - | MF-226 -|ocLisozima A
CI150 (n\) DM4 SPDP- D4 SPDP- | SPDP- |SPDP-DM4
DM4 DM4 (control)
iaPaCa-2
MiaPaCa 1,4 0,36 1,3 21 >100
Mesotelina+)
Mi -
aPaCa-2 1 100 >100 >100 | »100 | >100
(Mesotelina-)
HT29 C2
0,3 0,21 1,5 8 18
(Mesotelina+)
HT29 v > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
(Mesotelina-)
CHO A9*
. 0,35 1,2 1,0 1,3 > 50
(Mesotelina+
CHO K1* > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
{Mesotelina-)
DU145 5,2 51 9 10 -
HCT116 9,0 20,7 17,2 26,5 33,1
SW480 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
MDANB231 > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
MCF10a > 50 > 50 > 50 > 50 > 50
HelaMatu 0,2 0,6 0,45 0,9 0,4
OVCAR-3 0,9 1,07 2,8 14,8 >100
KD de Fab
9,2 0,19 16,3 58,
(nt) ’




Tabla 3: Secuencias de anticuerpos

Proteina Proteina Nucleatido Nucleétido
Anticuerpo | HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCDR1 LCDR2 LCDR3 VH VL VH VL
SECID SEC ID SEC ID SECID SECID SEC ID SECID SECID SECID SECID
MF-J 1 4 7 10 13 16 20 24 28 32
MOR 06640 1 4 7 10 13 17 21 25 29 33
MF-226 2 5 8 1 14 18 22 26 30 34
MF-T 3 6 9 12 15 19 23 27 31 35

-gG-
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REIVINDICACIONES

1. Un inmunoconjugado que comprende un agente citotoxico y un anticuerpo

humano o humanizado o su fragmento funcional que comprende una regién
de unién al antigeno que es especifica de la mesotelina (SEC ID N° 36), en
el que dicho anticuerpo o su fragmento funcional exhiben unién invariable a

la mesotelina.

. Un inmunoconjugado de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende un

anticuerpo humano o fragmento de anticuerpo especificamente
inmunorreactivo a la mesotelina (SEC ID N° 36), en el que el sitio de unién
del anticuerpo incluye al menos una CDR1, CDR2 o CDR3;
a} dicha CDR1 se selecciona del grupo de SECIDN°1, 2, 3, 10, 11y 12,
b) dicha CDR2 se selecciona del grupo de SEC IDN° 4, 5, 6, 13, 14 y 15,
c} dicha CDR3 se selecciona del grupo de SECIDN° 7, 8, 9, 16, 17,18 y
19.

. El inmunaconjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente

citotdxico consta de maitansinoide o un derivado del mismo.

- Una composicion farmacéutica que comprende un inmunoconjugado de

acuerdo con la reivindicacion 1t y un transportador o excipiente

farmacéuticamente aceptable del mismo.

. Un procedimiento para tratar un trastorno o afeccién asociado con la

presencia indeseada de mesotelina, que comprende administrar a un sujeto
que lo necesite una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica de

acuerdo con la reivindicacion 4.



10

-57-

RESUMEN
La presente invencién proporciona inmunoconjugados compuestos por
anticuerpos, por ejemplo anticuerpos menoclonales, o fragmentos de
anticuerpos, que se unen a la mesotelina, que estan conjugados con agentes
citotéxicos, por ejemplo maitansina, o sus derivados, y/o se co-administran o
formulan con uno o mas agentes anticancerosos adicionales. Los
inmunoconjugados de la invencion se pueden usar en los procedimientos de la
invencién para tratar y/o diagnosticar y/o monitorizar canceres, por ejemplo
tumores solidos. Los inmunoconjugados comp'renden anticuerpos y fragmentos
funcionales que contienen dichas regiones de union al antigeno que son
especificas del polipéptido de mesotelina de 40 kDa anclado a la membrana,
que se sobreexpresa en varios tumores, tales como tumores pancreaticos y

ovaricos, mesotelioma y células de cancer de puimén.

ca
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Figura2/4
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Bayer Healthcare
<120> Anticuerpos Anti-mesoctelina y sus usos
<130> BHC 09 1 Q08
<160> 36

<170> PatentlIn version 3.5

<210> 1

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Tyr Trp Ile Gliy
1 5 10

<210> 2

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Asn Tyr Ile Asn
1 5 10

<210> 3

<21i> 10

<212> PRT

<213> Home sapiens

<400> 3

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

<Z10> 4

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 4

Trp Met Gly Val Ile Met Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Arg Tyr Ser Pro
1 5 10 15

Ser Phe Gln Gly

20
<210> 5
<211>» 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

2



Trp Met Gly
1

Lys Phe Gln

<210> 6
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 6
Trp Met Gly
1

Ser Phe Gln

<210> 7
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo
<400> 7

Tyr Gly His
1

<210> 8
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo
<400> 8

Trp His His
1

<210> 9
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo
<400> 9

Gly Gln Leu
1

<210> 10
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo
<400> 10

Arg Ala Ser
1

2.
Ile Ile Asn Pro His Gly Gly Asp Thr Lys Tyr Ala Gln

3 i0 15

Gly
20

sapiens
ile Ile Asp Pro Gly Asp Ser Arg Thr Arg Tyr Ser Pro

5 10 15

Gly
20

sapiens

Gly Met Tyr Gly Gly Ala Leu Asp Val
5 10

sapiens

Gly Thr Trp Ile Phe Asp Tyr
5 10

sapiens

Tyr Gly Gly Thr Tyr Met Asp Gly
5 10

sapiens

Gln Ser Val Arg Ser Ser Arg Leu Ala
5 10



<210> 11

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Ser
1 5 10
<210> 12

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Ile Gly Gly Tyr Asn Ser Val Ser
1 5 10
<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Home sapiens

<400> 13

Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Lys Arg Ala Thr
1 5 10
<210> 14

<2il> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Leu Leu Ile Tyr Asn Asp Asn Gln Arg Pro Ser
1 5 19
<210> 15

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Leu Met Ile Tyr Gly Val Asn Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 16

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 16

Gln Gln Tyr Tyr Asp Phe Pro Pro
1 5



<210> 17
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo
<400> 17
Gln Gln Tyr
1

<210> 18
<211> 9
<212> PRT
<213> Homo
<400> 18

Ser Thr Tyr
1

<210> 18
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 19
Ser Ser Tyr
1

<210> 20
<211>»> 121
<212> PRT
<213> Homo
<400> 20
Gln Val Glu
1

Ser Leu Lys

Trp Ile Gly
35

Gly Val Ile
50

Gln Gly Gln

Leu Gln Trp

sapiens

Ser

His
5

sapiens

Bsp

Arg

sapiens

Asp

Ile
5

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Met

Val

Ser

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Asp Pro Ser Gly

Arg Thr Phe Ser

Glu Ser Ala Thr Pro

Gln

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

10

Gly

Thr

Lys

Asp

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Lys

Phe

Leu

Ser

Ser

Met

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr

Tyr

Gly

Asn

Trp

Ser

ala

Tyr
95

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyxr

80

Cys

Va4



Ala Arg Tyr

Gln Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gin

Ser

Trp

Gly

Gln

Leu

Ala

Gln

Val

Leu

Ile

Val

50

Gly

Gln

Arg

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

115

21
121
PRT
Homo
21

Gln

Lys

Gly
35

Ile

Gln

Trp

Tyr

Thr
115

22
119
PRT
Home

22

Gln Val Glu

1

Ser Val Lys

Tyr Ile Asn

35

5

Gly His Gly Met Tyr Gly Gly Ala Leu Asp Val Trp Gly

100

Leu

Val

sapiens

Leu

Tle

20

Trp

Met

Val

Ser

Gly

100

Leu

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

His

Val

sapiens

Leu

Val
20

Val
5

Ser

Trp Val

105

Thr Val Ser Ser

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

Ser Asp

55

Ile Ser

706

Leu Lys

Gly Met

Thr Val

Gln Ser

Cys Lys

Arg Gln

120

Gly

Gly

Met

40

Ser

Ala

Ala

Tyr

Ser
120

Gly

Ala

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Ser

Gly

105

Ser

Bla

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

BRla

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Leu

Glu Val Lys

10

Ser Gly Tyr Thr

25

Ala Pro Gly Gln Gly

40

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Asp

Lys

Phe

lio

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Val
1i0

Pro

Thr
30

Gly Glu
15

Asn Tyr

Trp Met

Ser Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

Gly Ala
15

Gly Asn

Leu Glu Trp Met

45

73



Gly Ile
50

Gln Gly

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln val
1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Ile
50

Gln Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile

Arg

Leu

Trp

Val
115

23
120
PRT
Homo
23

Glu

Lys

Gly

Tle

Gln

Trp

Gly

Leu

115

24
110
PRT
Homao

24

Asn

Val

Ser

His

100

Thr

Pro

Thr

Ser

85

His

val

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Val

Ser

Gln

100

Val

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Leun

Thr

sapiens

His

Met

70

Leu

Gly

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Val

Gly

55

Thr

Arg

Thr

Ser

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Gly

Ser

Gly

Arg

Ser

Trp

Gly

Gly

hla

40

Ser

Ala

Ala

Gly

Ser
120

Asp

Asp

Glu

Ile
105

Ala

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Ser

Thr
105

Thr

Thr

Asp

20

Phe

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Lys

Ser

75

Thr

Asp

Val

Tyr

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

a0

Ile

Ala

AsSp

Ala

Ser

Val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Met

Gly

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Pro

Thr

Tyr

Trp
110

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Trp

Ser

Ala

Tyr
95

Phe

Tyr

BO

Cys

Gly

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

5



Asp Ile

Glu Arg

Arg Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser

Pro Gliu

Pro Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Arg Leu

Ile Tyr

30

Gly Ser

Pro Glu

Ser Gly

<210>
<211i>
<212>

val

Ala

Ala

Gly

Gly

Asp

Phe

25
111
PRT
Homo

25

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Thr

26
111
PRT

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

sapiens

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Lys

Thr

70C

Thr

Gly

Gln

Ser

Gln

Lys

Thr

70

Val

Gin

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyx

Thr

Ser

Cys

Gln

Arg

35

Asp

Tyr

Gly

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyxr

Lys

Pre

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Val
105

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys
105

Thr

10

Ser

Giy

Gly

Leu

Gln
aqQ

Glu

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

30

Val

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Ile

Leu

Gln

Gln

Val

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Fro

60

Ile

Tyr

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

Tyr

Arg

Leu

Val

Pro

45

Ala

Ser

Ser

Lys

Ser

Axrg

Arg

Arg

Ser

Asp

Thr
110

Ser

Arg

30

Arg

Arg

Ser

His

Arg
110

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe
95

Bro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Rsp
95

Thr

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

22



<213>
<400>
Asp Ile
1

Arg Val

Tyr Val

Ile Tyrx
50

Gly Ser
65

Ser Glu

Phe Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Asp Ile
1

Ser Ile

Asn Ser

Met Ile

50

Ser Gly

Gln Ala

Ser Ala

Homo

26

Val

Thr

Ser

35

Asn

Liys

Asp

Val

27
224
PRT
Homo

217

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Thr

sapiens

Leu

Ile

20

Trp

Asp

Ser

Glu

Phe
100

Thr

Ser

Tyr

Asn

Gly

Ala

85

Gly

sapiens

Leu

Iie

20

Ser

Gly

Lys

Asp

Pro
160

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu

83

Val

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

70

Asp

Gly

Gin

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Ser

Gin

Arg

55

Ser

Tyr

Gly

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

Gly

Fro
Gly
Leu
40

Pro
Ala

Tyr

Thr

hla
Gly
Gln
40

Arg
Thr

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Lys
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

Ser

Gly

Gly

Leu

Ser

90

Leu

Val

1¢

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Thr

Val

Ala

75

Thr

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Lys

Gly

Asn

Ala

Pro

&0

Ile

Tyr

Val

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Leuy

Ala

Ile

Pro

45

Asp

Thr

Asp

Leu

Ser

Ile

Ala

45

Ser

Tle

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Arg

Gly
110

Pro

Gly

30

Pro

bsn

Ser

Asp

Val
110

Gly

Ser

Leu

Phe

Leu

Arg

95

Gln

Gly

i5

Gly

Lys

Arg

Gly

Ile

95

Leu

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Thr

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Glu

Gly



Gln Asp Ile Val Leu Thr Gln Pro

115

120

Gln Arg Val Thr Iie Ser Cys Ser

130

135

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln
145 150

Leu Ile Tyr Asn Asp Asn Gln Arg

165

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser

180

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr

195

200

Thr Phe Ser Val Phe Gly Gly Gly

210
<210> 28
<211> 363
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 28
caggtggaat tggttcagag

agctgcaaaqg gttccggata
cctgggaagg gtctcgagtg
tcteecgaget ttecagggeca
cttcaatgga gcagcctgaa

catggtatgt atggtggtgce

tca

<210> 29

<211> 363

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<4Q00> 29

caggtgcaat tggttcagag
agctgcaaag gttceggata
cctgggaagg gtctcgagtg
tctecgaget ttcagggcca

cttcaatgga gcagectgaa

21%

cggcgcggaa
ttecctttact
gatgggegtt
ggtgaccatt
agcgagecgat

tettgatgtt

cggcgeggaa
ttecetttact
gatgggcgtt
ggtgaccatt

agcgagogat

Pro Ser Val

Gly Ser Ser

Leu Pro Gly
155

Pro Ser Gly
170

Ala Ser Leu
185

Tyr Cys Ser

Thr Lys Leu

gtgaaaaaac
aattattgqga
atcatgecegt
agcgcggata
acggccatgt

tggggccaag

gtgaaaaaac
aattattgga
atcatgcegt
agcgcggata

acggccatgt

Ser Gly Ala
125

Ser Asn Ile
140

Thr Ala Pro

Val Pro Asp

Ala Tle Thr
120

Thr Tyr Asp
205

Thr Val Leu
220

cgggcgaaag
ttggttgggt
ctgatagcta
aaagcattag
attattgege

gcaccectggt

¢gggcgaaag
ttggttgggt
ctgatagcta
aaagcattag

attattgcge

Pro Gly

Gly Ser

Lys Leu
160

Arg Phe
175

Gly Leu

Arg Arg

Gly Gln

cctgaaaatt
gcgccagatg
tacccgttat
caccgcgtat
gegttatggt

gacggttage

cctgaaaatt
gcgccagatg
taccegttat
caccgcgtat

gegttatggt

60
12C
180
240
300
360

363

60
120
180
240

300

e



-10-

catggtatgt atggtggtgc tcttgatgtt tggggeccaag gcaccctggt gacggttage

tca

<210> 30

<211> 357
<212> ADN
<213>

<400> 30
caggtggaat

agctgcaaag
cctgggeagg
gcgcagaagt
atggaactga
catggtactt
<216> 31

<211> 360
<212> ADN
<213>

<400> 31
caggtggaat

agctgcaaag
cctgggaagqg
tctcegaget
cttcaatgga
ctttatggtg
<210> 32

<211> 330
<212> ADH
<213>

<400> 32
gatatcgtgce

ctgagctgca
ccaggteaag
gcgcgtttta
cctgaagact
cagggtacga
<210> 33

<211> 333

<212> ADN
<213>

Home sapiens

tggttcagag
cctecggata
gtctcgagtg
ttcagggecy
gcagcectgeg

ggatttttga

Homc sapiens

tggttcagag
gttcecggata
gtctecgagtyg
ttcagggcca
gcagcctgaa

gtacttatat

Homo sapiens

tgacccagag
gagcgagcca
caccgcgtet
gcggetetgy
ttgcgactta

aagttgaaat

Homo sapiens

cggcgcgygaa
tacctttact
gatgggcatt
ggtgaccatg
tagcgaagat

ttattggage

cggcgeyggaa
ttcetttact
gatgggecatt
ggtgaccatt
agcgagcgat

ggatggttgy

cccggegace
gtctgttegt
attaatttat
atccggceacg
ttattgeccag

taaacgtacg

gtgaaaaaac
ggtaattata
atcaatcecge
acccgtgata
acggccgtgt

caaggcaccc

gtgaaaaaac
tcttattgga
atcgatccgg
agcgcggata
acggccatgt

ggccaaggca

ctgagectgt
tcttctegte
gatgcticta
gattiLtacce

cagtattatg

cgggcgegag
ttaattgggt
atggtggcga
ccagecattag
attattgcge

tggtgacggt

cgggcgaaag
ttggttgggt
gtgatagccg
aaagcattag
attattgcge

cecctagtgac

ctccgggega
tggcttggta
agcgtgcaac
tgaccattag

attttcctee

cgtgaaagtg
ccgccaagec
tacgaagtac
caccgcgtat
gcgttgacat

tagctca

cctgaaaatt
gcgecaggeco
tacccgttat
caccgcegtat
gecgtggteag

ggttagctca

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtceeg
cagcctggaa

tacctttgge

360

383

60
120
180
240
300

357

60
120
180
240
300

360

60
120
180
240
300

330



<40Q0> 33
gatatcgtgce

ctgagctgea
ccaggtcaag
gcgegtttta
cctgaagact

ggccagggta

<210> 34

<211> 333
<212> ADN
<Z13>

<400> 34
gatatcgtgce

tcgtgtageyg
cceyggacgg
gatcgtttta
agcgaagacy
ggcggeggea
<210>» 35

<211> 339
<212> ADN
<213>

<400> 35
gatatcgcac

tcgtgtacgyg
catcceggga
agcaacecgtt
caagcggasag
gtgtttyggcy
<210>» 36
<211> 327
<212> PRT
<213>

<400> 36

1

tgacccagag
gagcgagcca
caccgcgtct
gcggctetgy
ttgecggtgta

cgaaagttga

Homo sapiens

tgacccageco
gcagcagcag
cgccgaaact
gcggatccaa
aagcggatta

cgaagttaac

Homo sapiens

tgacccagcece
gtactagcag
aggcgccgaa
ttagcggate
acgaagcgga

gcggcacgaa

Homo sapiens

5

cccggegacce
gtctgttecgt
attaatttat
atcecggcacyg
ttattgccag

aattaaacgt

gccttcagtg
caacattggt
tctgatttat
aagcggcace
ttatktgctet

cgtcctaggt

agcttcagtyg
cgatgttggt
acttatgatt
caaaagcggc
ttattattge

gttaacecgtc

11-

ctgagcctgt
tcttetegte
ggtgettcta
gattttaccc
cagtattctc

acqg

agtggcgeac
tctaattatg
aatgataatce
agcgcgagcec
acttatgatc

cag

agcggctcac
ggttataatt
tattctgttt
aacaccgcga
gctacttggg

ctaggtcag

c¢tecegggega
tggcttyggta
agcgtgcaac
tgaccattag

atgatccecttce

caggtcagcg
tgtcttggta
agcgtcecctc
ttgcgattac

gtcgtacttt

caggtcagag
atgtgtcttyg
ctaagcgtcec
gcctgaccat

atcattctca

acgtgcgacc
ccagcagaaa
tggggtcceg
cagcctggaa

tggtaccttt

tgtgaccatc
ccagcagttg
aggcgtgeeg
gggcctgcaa

ttctgtgtit

cattaccatc
gtaccagcag
ctcaggegtg
tagcggectg

gatgggtaag

Glu Val Glu Lys Thr Ala Cys Pro Ser Gly Lys Lys Ala Arg Giu Ile
10

15

Asp Glu Ser Leu Ile Phe Tyr Lys Lys Trp Glu Leu Glu Ala Cys Val

20

25

30

&0
120
180
240
300

333

60
120
180
240
300

333

60
120
180
240
300

339

&



Asp

Phe

Tyr

65

FPhe

Leu

Ser

Gln

Tyr

145

Ser

Gln

Asn

Pro

Leu

225

Val

Ala

Gln

Ala

Pro

Leu

Glu

Pro

Leu

130

Leu

Ile

Leu

Gly

Thr

210

Ala

Ala

Glu

Asp

Ala

Tyr

Gln

Lys

Thr

Gln

115

Asp

Cys

Trp

Asp

Ser

185

Glu

Thr

Glu

Glu

Asp
275

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

100

Val

Lys

Ser

Ala

Val

180

Glu

Asp

Phe

Val

Arg

260

Leu

Leu

Gln

Tyr

Ser

Lys

Ala

Asp

Leu

Val

165

Leu

Tyr

Leu

Met

Gln

245

His

Asp

Ala

Leu

Pro

70

Pro

Ala

Thr

Thr

Ser

150

Arg

Tyr

Phe

Lys

Lys

230

Lys

Arg

Thr

Thr

Asp

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

135

Pro

Pro

Pro

Val

Ala

215

Leu

Leu

Pro

Leu

Gln

40

Val

Ser

Asp

Leu

Ile

120

Asp

Glu

Gln

Lys

Lys

200

Leu

Arg

Leu

Val

Gly
280

Met

Leu

Val

Ile

Glu

105

Asp

Thr

Glu

Asp

Ala

185

Ile

Ser

Thr

Gly

Arg

265

Leu

-12-

asp

Lys

Ile

Arg

Val

Arg

Leu

Leu

Leu

170

Arg

Gln

Gln

Asp

Pro

250

Asp

Gly

Arg

His

Gln

75

Lys

Asn

Phe

Thr

Ser

155

Asp

Leu

Ser

Gln

Ala

235

His

Trp

Leu

Val

Lys

60

His

Trp

Lys

Val

Ala

140

Ser

Thr

Ala

Phe

Asn

220

Val

Val

Ile

Gln

Asn

45

Leu

Leu

Asn

Gly

Lys

125

Phe

Val

Cys

Phe

Leu

205

Val

Leu

Glu

Leu

Gly
285

Ala

Asp

Gly

Val

His

110

Gly

Tyr

Pro

Asp

Gln

130

Gly

Ser

Pro

Gly

Arg

270

Gly

Ile

Glu

Tyr

Thr

95

Glu

Arg

Pro

Pro

Pro

175

Asn

Gly

Met

Leu

Leu

255

Gln

Ile

Pro

Leu

Leu

80

Ser

Met

Gly

Gly

Ser

160

Arg

Met

Ala

Asp

Thr

240

Lys

Arg

Pro



Asn

Thr
305

Leu

Gly Tyr Leu Val Leu Asp Leu Ser Met Gln Giu Ala Leu Ser Gly

290 295

13-

300

Pro Cys Leu Leu Gly Pro Gly Pro Val Leu Thr 'Val Leu Ala Leu

310

Leu Ala Ser Thr Leu Rla
325

315

320

8>



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

PATENTE DE INVENCION _X_ PCT _X_ MODELQ DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL
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