[
/)\“ ) \ ;
[

Industna y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de propiedad Industrial
Divisién de Nuevas Creaciones

cT

OLICITUD

PATENTE DE INVENCION

e 06-2589 7

54. TITULO Uu Covguaape  Crotoxica CAe Auméeno-
orccirico Y HoODos  Papa Uniuizag E). MismMo

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL KSA 434{%aS, <9%u2s [o4

71. SOLICITANTE -I-HHOWOSEe, T,

DOMICILIO %HBEID& Hasorcnussers, Esranos Uninod
HGEJCA

74. APOQERADO Howseero dusio CArAcHo

22. BOGOTA, D. C., 43 De Ewero De 3006

(FORMA P-10)



Folima: 191

Fecha U9): 200G~0)-13 431040

Tramite 011 peT-gTENT D9
Dependoncia; FASE MCT 411 PRESNTAC

M MVISIoN & IHH CREACIORS

e
—

- .a-' e . .

- CHEE W e ‘:._---‘-' - 5-,- ?WRIQ . .- . ot ‘-': B R
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT

ENTRADA EN FASE NACIONAL 200G -24 - Teb.

I @ - SOLICITUD DE:
X_ Patente de Invencidn L

— c-pmnol ) | X Copitulo 1T

Nombte ' IMMUNOGEN, INC.
" Direccién: 128 Sldmey Street
|| SOLICITANTE Teléforio: 3132408 Fax: 3131647
71) E-muiil:
Domicilio: CANSRIDGE, MASSACRUSSETS, ESTADOS UNIDOS DE AMIERICA
Lugar de consnlm:nén m ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Patente de. Modelo de Uulidad

Nombre III.IIIEII'III num GAIAGIIII IDENTIFICACION
REPRESENTANTE Direcci6n: Carresu 7 No. 74 - 64,00.308 C.C. X NIT

5 O APODERADOTckfono: 3132408 Fax 3131647 CE. ___ OTRO _
) | (74) E-maik; No. 17°192.062 T.P. 58.087 ¢8J
® - Nombre: 1.~ Gilllian PAYNE
' : . 2.- Phillp CHUN
- 3. Daniél; J. TAVARES : '
INVENTOR(ES): Diueccién: 1. 21 Oak Vale Road, Wabau :
- (78) 2. 181 Pleasant Street #2858, Malden
: 3.~ 27 Sylvestar Rd, Natick
Teléfono: 3132408 Fax: 31316847
Ermail:

Domicilio: MASSACHUSSETS, Esnllns UNIDOS 'm:i_Al'Emt:'A_ '

S FoT 5 g :
Solicitud Liternacional No.  PCT/US2004/823340 Fecha wa_
Pubhcauén lnlnmamonal No. !ﬂ z [ﬂ”ﬂ Fecha W

HEI'OIIOS PARA l.l'l'II.IZAII EL IE!'O'

Clasificaci6n Internacional (51) AGA K’ 3‘Il‘sqs cozuzlfoq i
Prioridad (33) Pais de origen _ (32) Fecha @1)  Ntmecro de]
solicitud
SI_X_NO __ 21 DE JULIO DE 2,003  60/488,447

Comprobante de pago No. 06-2,617  Fecha: 12 DE ENERO DE 2.006




— —————— — ——— —_———— — - — — ———
T " EXTRACTO PARA PUBLICACION

Sl soucmm DE. PATENTE DE-PATENTE DE.INVENCION -
L ‘DELEGATURA PROPIEDAD INDUSTRIAL,

(21) No. SOLICITUD: (61) INT. CL.:

(23) FECHA DE (11) SOLICITANTE: IMMUNOGEN, INC.
PRESENTACION:

(30) PRIORIDAD; ESTADOUNIDENSE

(81) No. DE SOLICITUD: 80/4688,447 (72)INVENTORES: Glillan PAYNE

Phillp CHUN
(32) FECHA DE Daniel, J. TAVARES
PRESENTACION: 21 DE JULIO DE 2.003

(83) PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA (T4)APODERADO: Humberto RUBN) CAMACHO

Solicitud Internacional No. PCT/US2004/023340 Fecha 21 DE JULIO DE 2.004

Publicacién Internacional No. WO 2005/009368 Fecha 3 DE FEBRERO DE 2.000
FECHA ENTRADA EN FASE NACIONAL:

(59) TITULO: UN CONJUGADO CITOTOXICO CAG ANTIGENO-ESPECIFICO
Y METODOS PARA UTILIZAR EL MISMO”

RESUMEN:

Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo que comprende por lo
menos una region de determinacidn complementaria que tiene una secuencia de
amino acido seleccionada a partir del grupo que consta de ID SEC NOS: 1-6:
iSYNMH(IDSECNO: 1)

YIYPGNGATNYNQKFKG(ID SEC NO: 2)

GDSVPFAY({ID SEC NO: 3)

SAHSSVSFMH (ID SEC NO: 4)

STSSLAS({ID SEC NO: 5)

QQRSSFPLT({ID SEC NO: 6).




X

bl <R[ | BB

| ||

|

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y lepmlenm:lsn lepl cumdo el solicitante sea
pernonajumiﬂi:n.fi!t:t!)nnF!)Ftl i Sin wlendrc
Poderes, si fuere el caso. e en el 3 P 05-0l4 k)
Documento de cesién del inventor al solicitante o a su’ cansante.

Declaraciones

Copia de Ia publicaciém PCT

Copia informe bisqueda internacional.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibugos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional
de Examen Prelimmar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por ka IPEA.

Copia de las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 28 PCT en Fase
Nacional

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite b licencia o autorizacién de uso de
conocimientos tradicionales de las comunidades mdigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Are final 12x 12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en
el extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con
Ia invencién de esta solicimd.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitnd mternacional.

Otros

(11)

E

i

— S L]
BETEE T R

(aa.

|

HUMBERTO RUBIO CAMACHO

17°192.062 de Bogots

50.007 Consgjo Superior de
La Judicatura

FIRMA
C.C.
T.P.




SUPERINTENDENCIA DE IMDUSTRIA Y COMERCIO

PARA USO EXCLUSIVO DE
ML) RINACALTDA
Sudicaciun 3 OGOOESET 0DONDND Felissy 191

Fecba (M) 2006-01-13 11010
franite ¢ i1 PCT-PATENT 379 FRGE WCT 411 PREBENTAL

Depemdencia: 2060 NIVISIEN I MEWS CRACIRES

REGISTRO
PATENTE DE INVENCION: “UN
MIT :  BOO176089-2 CONSUGADO CITOTUXICO CAS
ANTIGEND-ESPECIFICO Y METODOS PARA
UTILIZAR B IBSM0"
RECIED OFICIAL DECAJA = 06 - 2,817
FECHA : ENERO 12 DE 2006 N
$ist CONSIGNACION stent
DEPOSITANTE TIPO PABD BANCD CUEWTA No. PABD  FECHA PBD Yr. PASO
MUMBERTO RUBID ABOGADDS LCONSIGMACIGN  BANCO POPDLAR  050-00110-4 TI24143 1270172006 2,829,000.00
M1t CONCEPTO Stin
CANT. RENTISTICD CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUBES 1 TRANITES BE S0L. DE PATENTE DE IN 453,000.00
TOTAL s 453,000.00

SON: CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES MIL PESDS

RESPOMSABLE 1

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE Mo.




The Commonwealth of Massachusetts

William Francis Galvin
Secretery of the Commonwealth

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: United States of America
This public document
2. has been signed by: Kally Donnelly
3. acting in the capacity of: Notary Public
4. boars the seal/stamp of:
the State of Massachusetts, whose commission expires on July 18, 2008

Certified

5. af: Boston, Massachusetis 6. the: 16 March, 2005
7. by: the Secretary of the Cc_:mmonwealth
6. No.. 1055182
9. Seal/stamp: Great Seal of the Commonwealth
10. Signature:

%m

William Francis Galvin

Secretary of the Commonwealth

prepared by DGitens



k]

£

HUMBERTO RUBIO & CIA LTDA.
ABOGADOS

PODER

El absjo firmadn, en nombre y representacién de
TMMONDGEN, TOC

1ze 5‘td 5-iree} Combr
""fu:md'\u:soeb Tokadeo Uni

de Amérim,

por el presente conferimos poder emplio y suficiente
s HUMBERTO RUBIO CAMACHO y/o TINEKE
STOL TERZANI y/o HUMBERTO RUBIO STOL
ylo ALVARO DIAZ LOZANO ylo MARCELA
GOMEZ RUBIO domiciliados en Bogoti, Colombia,
pare solicitar de las oficines y sutoridades
correspondientas 1la  obtencidn de registros,
renovaciones, tragpasos y en general todo lo
relacionado con ¢l mantenimiento, obtemcién y
proteccidn de sus marcas de fibrica, denominaciones

.comerciales, marcas de comercio ¥ patentes, licencias

sanitarias a cuyo efecto Je faculta para dar ante dichas
sutoridades todos los pasos npecesarios en
cumplimiento del abjeto indicado; elovar solicitudes,
descripciones, protestas, declaraciones, apelaciones y
reclamos; abonar todos los impuestos y cuotas de
cualquier otros pagos determinados por la Ley;
recibir todos los dosumentos presemindos, solicitar
testimanios, desistir y enmendar solicitudes, cobrar y
percibir para oponemse y protestar contra cualquier
solicimd, que a juicio del spoderado, pudieran
prestarse a confusitn o infringir o de cualquier modo
perjudicar las marcas, denominaciones o patentes del
Mandante. A los mandatarios se les otorga
sutorizacién amplia y bastante pare contestar todos
los reclamos y las demandas presentadas snte
amoridades admmummy;udwmhdumde
procedimientos, transar conflictos, pudiendo asi
mnmomumlreml’oder-mdoompmy

WER F _ATT Y
The undersigned, in the name and on behalf of
IMMUNOGEN, INC.
with domicile at;

128 Sidney Street
Cambridge, MA 02139-4239, US

hereby grant full and sufficient Power of Altomey to
a HUMBERTO RUBIO CAMACHO ylo TINEKE
STOL TERZANI y/o HUMBERTO RUBIO STOL
y/lo ALVARO DIAZ LOZANO ylo MARCELA
GOMEZ RUBIO from Bogotd, Colombia, to apply to
the proper officers and authorities for the issue of
registrations, renowals, assignments, proofs of
renewals snd in geners] gll that is related to the
maintcnance, obtention and protection of its
trademarks, tadenames, commercial marks, patents
and sanitary licenses; to which end it empowers them
to take all steps necessary before said authorities for
the object stated; o file petitions, prepare
descriptions; make protests, declarationa, appeals and
objections; pay taxes and other charges roquired by
law; apply for certifications, receive documents and
take testimony sbandon and amend spplications and
collect refunds; to oppose, aak for the cancellation of
and protest any application or registration which in
their judgment conld lend to confusion or conld be
considered en infringement or could in any form
prejudice the undemigned’s trademarks, tradenames,
patents and commercial marks To the said
mandatory sufficient Power is granted hereby to
answer in the matter of all claims and demands that
maybe presented, before administrative or judicial
officers of any class, giving them likewise Power to
abandon proceeding, seitle conflicts, substitute these
present in whole or in part and revoke such

revocar dichas sustituciones. substitutions,
Dado y firmado hoy Given and signed this
En in Cambridge, MA, USA

Firma(s)/ Signature(s) /J &CMJ B (4'4

Walter A. Blattler, \iecPresident_Rogearch.

Nombre de cada firmante/
Name of each signor

Cargo de cada firmante/
Position of each signor

Exscutive Vice Feerdenk,
Science and Teo\mrwloasf (




HUMBERTO RUBIO & CIA LTDA.

ABOGADOS

CERTIFICADO NOTARIAL (Tndividuo)
Alos ‘diss del mes de ante mi,
Notario Priblico de comparecié personalmente

& quien{es) doy fe de conocer y mo consta gque

es(son) la(s) persona(s) firmante(s) del documento

t}l.::rg‘ﬂprmde.yquim(ui tiene(n) capacidad legal para
o.

N (SOCIEDAD)
Hoy P de
comparecid(eron) personalmente

Waller A. Blaitler

a quien{es) condzco como Ia(s) personals) que
firma(n) este documento en representacién de la
sociedad/compadin denominada

T HHUNDREN, T wC.
Cemﬁco.

IHHUHD&&J. N,
es una sociedad/compaitia legalmente constitnida y
existente de acuerdo con las Leyes do (). 9.A.

b)Qusel ode&%w%

4B 5

[ mohjmuobjm”ﬁlurmhnmd
presents poder estin comprendidos dentro del objeto
lomlldellmmcmmduociedndlcm:pdh.

WQHEr A DlaHer

sutorizado para otorgar ol presente poder. Lo
mmwutiprobadopmmedmdelmdmm
que certifico be visto,
Ciudad hoy&de‘l*lmao
de .

(Individual)
On this') day of - h— before me, a Notary
Public of !\-/ﬁ”'ﬂk A personally sppeared to

me Imown, and known to me to be the person(s) who
executed that foregoing document, and who has
(have) legal capacity to execute it. |

NOTARJAL CERTIFICATE (Corporution)
On this Y deyof “) GrO#— }O’Dg

personally eppeared ;. o /£ 13 la EECen

whom I know to be the person(s) who signed this

document a8 representative(s) of the

corpomation/company named
v.ﬁdﬂmnamn c..\, J—nc

1 Certify:

That
_,(’/mmmé.a-u Leorc.
is a corporation/company legally constitnied and in
existence sccordance with the lawof {).5.4
b) That the domigile of said corpomtion/company is

¢) That the purpose or purposes for which the present
Power of Attorney is granted are compromised
within the object set forth in the charter of the

mentioned corporation/company.

) That Ms(e). alter Blatllen A
is authorized to grant the present Power of Attorney.
The aforementionsd was duly proven through the
documents and | duly verify having scen them.
Sate MA

This 'g»a-yof Monck- , 3008

g agwwsm .



TRADUCCION OFICIAL No. 064-05, DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
INGLES, SELLADO CON EL SELLO DEL SUSCRITO TRADUCTOR OFICIAL,
HOY MARZO 28, 2005, EN LA CIUDAD DE BOGOTA D.C., REPUBLICA DE

COLOMBIA.
La Comunidad de Massachusstis
William Francis Galvin

Secretario de la Comunidad
Apostilla
(Convention de la Haya du 5 octobre 1981)

1. Ciudad: Estados Unidos de América

Este documento publico
2. Ha sido firmado por: KELLY DONNELLY

3. Actuando como: NOTARIO PUBLICO
4. Porta sl sello y estampilla de:
El Estado de Massachusetts, cuyo nombramiento vence Julio 18, 2008

CERTIFICADO

6. El 16 de Marzo del 2005

5. En: Boston-Massachusetts
7. por- el Secretario de la Comunidad

8. No. 1055182
9. Sello y estampiila: 10. Firma:
William Francis Galvin

Gran Sello de la Comunidad
Secretario de la Comunidad
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FIGURA 6
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FIGURA 9

A. Light Chiin - SEQ ID NO:7
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B. Heavy Chain - SEQ 1D NO:9
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FIGURA 10

A. Light Chels
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FIGURA 12

t Chain Ten Most Homo uances with Structures

0

(1) VPRI EATREAR AT TICHANE -~V ENSIN N OOKICT STKLRITS TISLME P
{1) GEvisoee

a 339

199) ANPOERETETEEERNENERRATY TCOORA AT = LETOADTERRER -~  LREQ ID WO:7)
(401 ARPASICHETEYELY ITPCEIREEIFN~ (A20 YO NO:44d)
{39) GRAFEGRCASTETEVITARNGAMRAATYYCOORISTR-FITGASTRLEIER~ [#00 ID MO:49)
{33 PONTITLELER~ (380 TD WO: 46}
{89} VERSGECESEFETRIATSREALTAAT IYCOONSETEFISTOVGTELELER- (R0 ID MO 47)
(88) ANBORGSGTINALETS SNEASEAAT TICHEORI B~ - - TRTECTELRL XD~ {90 ID mO:a8)
(39) ARPSANOSITOLALTIORVEASDANTYYOCUNSSKR - PLNCCOMILET IR~  (BEQ ID B0:A9)
{89) GRFIEUGHOLINLYISCVEALDARTTTONOYSHIrF-LTFERATELNIRR- (ERG ID NO:30)
{61} ARFEERGIOTH HLLFSVERTDRAAT N YCOOREG TR (ERG 50 ¥Or51)
ra) ARPEGEGEATEYAMISRGARNETYICHODSP-TIIOOCTITNINRA 1680 1P WO B3}

) VAVSGEOBTAYELNEMMALOALTYYCOOMIRYP- TRICCCTIIRI -  (SH) XD WO:33)

FE
-
5

T

31

1JW

(1) QEOEEANEFCAUET SCRATOFTTET TNV
ﬂ.: OVERCONGINIE VA TGRS VELECFASSTT FLS YN INTEOR POOSLENTONT YMIDE M TRNOETKIEA L

T4 124
[TL) TADPIEETRORI ASVEIE DAY Y PCARGDE VR === TIGOSTLYTVER

{SED ID #h B)

{EBG ID By 54)
{SED ID BOr55]
(00 D W1 BE)
1oE0 1D w0471
(#20 1D ¥O:58)
{TED 70 MO 35}
1E50 1D WO:60)
40 Id wo: &)
(a5 ID BO:87)
(8RO ID ¥O; &3}




FIGURA 13

A. mmDS6 Light Chain Surface Caleniations
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FIGURA 13- Continuacién

B. muDS56 Heary Chaln Surface Calculations
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FIGURA 15

A. Light choin amino acid sequence (morine and humao reaidus variability shaded)

Kabat ¢ 1 51
BUDSELC m 11CSANRSVS THHMEOCKEGTERKINT YET
huDSELL v1.0 TCOARSSVARSWINOKPITSPTIN I YST
huDSELC vi.2 MIVLIOAE FGBRVEITCIANS SVIMENEQUKPETI PKLNIYSY
Kabet 52 101
wnDEELC  SSLASGVIMAFGGIGSITSYSLTISHMEAR JMATYYCQORSSFRLTFGAG
huDGELLC v1.0 BSELASGVENRFEERGIGTSYSLYI BRATTYCOORBSFPLTTGAG
bubSELC vl.2  SSLARGVIARFOGIGHITEVALT BYPLIVGAG
Kapat & 102
moDEELC  TELELKR - S8Q Ib M0:7
haDSSIC vi.0  TELHLER - SEQ ID RC:@
huDS€IC vi.2 TRLELXR - 4EQ ID WO:#

huDBSHC ¥1.0  IYFGHBATHYROKITGUATLTADTASGYRYNOTRGLEIRDBAVYFCARSD
IuDOGEC v1.2  XYPGHEATNYWXPEGEATLTADDSSSERAQTESLTIEOSAVYECARSD

Habat & L1 114

muDSSEC  BVETAYSGOGYLVTVSA - SEQ ID NO:$
huDSSRAC ¢1.0 BVETAYNGOOTLYIVSA - SBO ID WO\ 10
buDO6NC vi.2 SVEFARRSOCTLVEVER ~ SBQ ID MOl



FIGURA 16

bubES Light Chaia (v1.0 and vi.2) - SBQ ID NO:8

E1 YL T Q8% AT N S AS PFracrx
1 GAGRITGTITC TCACQUAGYIC TCGAGCAACT ATEICTECAT CTOCAGGGGR

R VT I *CE8 R RS B8V S8 Fru#
51 GAGGSTCACC ATARCCIGCA GTGCCCACTC ARGTOTAAGY TTCATGCACT

P ¥ 0OQ K& &6 ® B PXK L WI Y BT
101 GETTOCAGCA GRARGCCROUC ACTTCTCCLA AATTCIGUAT TTATAGCALR

§ § L A § GV PAA GG B @8 G
151 TCCAGCCTIC CTICTGARGT COCIGCICEC TICEEIGGUA GTGARTCTGG

T 8 Y 8 5L T7T1 4 8 N E R E DAA
201 GACCTCTTAC TCICYCACAA TCAGUAGCAT GGRAGGCTIGAA GATGCTGCCA

T ¥Y¥Y¥Yc gor 885 F P L TF GAGG
251 CTTAITACTG COMGCRRAGG AGTAGTTTCC CECTUACATT COGTGCTAGE

T X1 B L X R
ACCARGCYT RECTGAMACG T



FIGURA 17

A. wDS6 Heavy Chain v1.0 - SEQ ID NO:10

Q AQC L O VS €6ALE VVEP G A B
1 CAGGCTCAGC TCOAGRTGID TRGRGCTGAG GLGCYGAABC COGGEGOCTC

VEMN 85 CKA B8GY TFPT S YMN
51 AGTGAAGATS TCCTGCAAGY CTTCIGGCTA CACATITACS AGTSACAATA

M E ¥V KQT ¢ 08 L&MW I gy¥
101 TCCACTSOAAT AMMGCAGRCA CCTGGACASH GCCTSGAAIG GAITGGATAT

I ¥ P & R QX T B Y N L& XKTF OQ0CG&K
151 ATTYATCCTE GRAATOOTGC TACTAACTAC ARYCAGARGT TCCAGGGCAA

A TL TADT 8 35 8 T A UY HNOTI
201 GECCACATTO ACTGCAGACA CAYOCICCAG CACRGCCTAC ATOCAGRTCA

8 3 LT 8 B D 39 AY Y FCA RGOD
251 SCAGCCTIGRC ATCTGAAGAC TCTGOOWICT ATITCTGTEC ARGAGRRGRT

T vy P ¥ AY W B QG TLVTI V 8 A
SGTOCOGT TTECTTACYIG GGGCCARGGAE ACTCTIGTCA CPGTCTCIGC

|1c

B. huDS6 Heavy Clain v1.2 - 8BQ ID NO:1 L

QAQ L QV S G6GAB VYK P GAS
1 CAGGCICALGC TCCAGGYGTC TGGGOCTAAS GTGSIGAARGC COGRGECCTC

VKN 5 C KA 828 Y¥Y T P T &6 Y H
51 AGTGARGATG TCCTIGCARGA CITCIGGUTA CACATTTACC AGTTACARTA

M R WY X Q0T PO 0 & L EW X G Y
101 TCCRCTGGGY ARMAGCAGACA CTGEACAGG GOCYGGAATG GATTGGATAT

l1 Y P ¢ NG A THNY A QRKRP g &K
151 ATTYNICCTG GAAATGGTGC TACTAACTRC ARFCAGRAGT TOCAGGGCAR

ATL T ADUP 8 8 3 T A?Y K QI
201 GGCCACATTG ACTGCAGACC CATCCTCCRE CACAGUCTAC ATGCAGATCA

8 $ LT S RBD 383 AVTYT FCA RGD
251 GCAMICCTEAC ATCTGRAGAC TCYGOGQTCT ATETCIGYGC AMIRGGAGAT

8 vVPF A YW @ GG T L ¥ T ¥ S A
301 TOGGTCCCOGT TTGCTYIACTE GGGCCAAGGG ACICTTSECA CTETCTCIUC

a»C



FIGURA 18
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FIGURA 19
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FIGURA 22
A. HPAC
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A. Human ovarian cancer cell lines
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FIGURA 23 - Continuacién
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FIGURA 25
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N C GADO CITOTOXICO CA8 ANTIGENO-ESPECIFI Y
METODOS PARA UTILIZAR EL MISMO

ICITUDES RELA NA

La presente solicitud reciama el beneficio de la solicitud
Provisional de Ilos Estados Unidos de Norteamérica Numero

60/448,447, presentada el 21 de julio de 2003.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion estd dirigida a un anticuerpo monoclonal
de glicétopo anti-CA8 de murino, y versiones humanizadas o de
doble superficie del mismo. La presente invencién también esté
dirigida a un fragmento de enlace de epitope del anticuerpo
monocional de glicétopo anti-CA8, asi como fragmentos de enlace de
epltope de versiones humanizadas o de doble superficie del
anticuerpo monocional de glicétopo anti-CAB.

La presente invencion estéd dirigida ademés a conjugados
citotéxicos que comprenden un agente de enlace celular y un agente
citotéxico, composiciones terapéuticas que comprenden el
conjugado, métodos para utilizar los conjugados en la inhibicién del
crecimiento celular y el tratamiento de enfermedad, y un equipo que
comprende el conjugado citotéxico. En particular, el agenie de
enlace celular es un anticuerpo monoclonal, o.fragmento de enlace
de epitope del mismo, que reconoce y enlaza el glicétopo CA8 o una

version humanizada o de doble superficie del mismo.

RENRY FOLNS &4 v 45 faca TRe|eTE LD



®,

15

20

25

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se han efectuado numerosos intentos por desarrollar agentes
terapéuticos anti-cancerigenos que destruyan de manera especifica
células cancerigenas objetivo sin danar células y tejidos no
cancerigenos circundantes. Dichos agentes terapéuticos tienen el
potencial para mejorar enormemente el tratamiento del cancer en
pacientes humanos.

Un enfoque promisorioc ha sido eniazar agentes de enlace
celular, tales como anticuerpos monoclionales, con farmacos
citotéxicos (Sela et al, en Immunoconjugates 19-89-218 (C. Vogel,
ed. 1887); Ghose et al en Targeted Drugs 1-22 (E. Golberg, ed.
1983); Diener et al, en Anticuerpo mediated delivery systems 1-23 (J.
Rodwell, ed. 1988): Pieterz et al, en Anticuerpo mediated delivery
systems 25-53 (J. Rodwell, ed. 1988); Bemol et al, en Anticuerpo
mediated delivery systems 55-79 (J. Rodwell, ed. 1988).
Dependiendo de la seleccién del agente de enlace celular, esos
conjugados citotdxicos pueden ser designados para reconoce y
enlazarse solamente a tipos especificos de células cancerosas, en
base al perfil de expresién de moléculas expresadas en la superficie
de dichas células.

Los farmacos citotéxicos tales como metotrexato,
daunorubicina, doxorubicina, vincristina, vinblastina, meifalano,
mitomicina C, y clorambucilo se han utilizado en dichos conjugados
citotéxicos, enlazados a una variedad de anticuerpos monoclonales
de murino. En algunos casos, las moléculas de farmaco fueron
enlazadas a las moléculas de anticuerpo a través de una molécula

portadora intermediaria tal como albimina del suero (Garnett et al,
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48 Cancer Res. 2407-2412(1988); Ohkawa et al 23 Céncer Immunol.
immuno ther. 81-86(1988); Endo et al, 47 Cancer Res.1076-1080
(1980)), dextran (Hurwitz et al, 2 Appl. Biochem. 25-35(1980);
Manabi et al, 34 Biochem. Pharmacol. 289-291 (1985); Diliman et al,
48 Cancer Res.4886-4891(1986); Shoval et al, 85 Proc. Natl. Acad.
Sci. 8276-8280 (1988) ), o polyglutamic acids (Tsukada et al, 73 J.
Natl. Cane. Inst. 721-729 (1984); Kato et al 27 J. Med. Chem. 1802-
1607(1984); Tsukada et al, 52 Br. J. Cédncer111-1168 (1985)).

Como un ejempio de un conjugado especifico que ha brindado
alguna promesa, estd el conjugado del anticuerpo C242, dirigido
contra CanAg, un antigeno expresado en tumores colorectales y
pancreéticos, y el derivado de maitansina DM1 (Liu et al., Proc Nat!
Acad Sci USA, 93: 8618-80623 (1996)). La evaluacioén in vitro de este
conjugado indicé que su afinidad de enlace hacia CanAg expresado
en [a superficie ceiular fue eievada con un vaior Ky aparente de 3 x
10-'' M, y su potencia de citotoxicidad para células CanAg-positivas
fue elevada con un ICse de 8 x 10°''. Esta citotoxicidad fue
dependiente del antigeno ya que fue bloqueada por un exceso de
anticuerpo no conjugado, y ya que las células antigeno negativas
fueron més de 100 veces menos sensibles al conjugado. Otros
ejemplos de conjugados de anticuerpo-DM1 con alta afinidad hacla
células objetivo respectivas y alta citotoxicidad antigeno-selectiva
incluyen aquellas de huN801, una versiéon humanizada del anticuerpo
contra CD33 humano; huC242, una versién humanizada de anticuarpo
contra el epitope CanAgMuc1; huJ5981, un anticuerpo deshumanizado
contra PSMA; trastuzumab, un anticuerpo humanizado contra
Her2/neu; y bivatuzumab, un anticuerpo humanizado contra CD44v8.

El desarrollo de los conjugados citotéxicos adicionales que
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reconocen especificamente tipos particulares de células cancerosas
serd importante en el mejoramiento continuo de Jos métodos
utilizados para tratar pacientes con cancer.

Para ese fin, |la presente invencion esta dirigida al desarrollo
de anticuerpos que reconocen y eniazan moléculas/receptores
expresados en la superficie de |las células cancerosas, y para el
desarrolio de conjugados citotdéxicos novedosos que comprenden
agentes de enlace celular, tales como anticuerpos, y agentes
citotéxicos que se dirigen de manera especifica a las
moléculas/receptores expresados en la superficie de células
cancerosas.

En forma més especifica, la presents invencién esta dirigida a
la caracterizacion de un sialoglicotopo CAB8 en el receptor de mucina
Muc1 y que puede utilizarse para inhibir el crecimiento de una célula

que expresa el glicotopo CAB en el contexto de un agente citotéxico.

BREVE DESCRIPCION DE LA iNVENCION

La presente invencién incluye anticuerpos que reconocen y se
enlazan especificamente a un sjaloglicétope CA8 novedoso del
receptor de mucina Muc1, o un fragmento de enlace de epitope del
mismo. En otra modalidad, la presente invencién incluye un
anticuerpo humanizado, o un fragmento de enlace de epitope del
mismo, que reconoce el sialoglicétopo CA6 novedoso ("el glicétopo
CAB8") del receptor de mucina Muc1.

En las modalidades preferidas, la presente invencién incluye el

anticuerpo monoclonal anti-CA8 de murino DS8 ("el anticuerpo
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DS6"). versiones de doble superficie o humanizadas del anticuerpo
DSB8 an donde los residuos expuestos a superficie de! anticuerpo, o
su fragmento de enlace de epitopes, son reemplazados en las
cadenas ligeras como pesadas para asemejarse de manera mas
estrecha a las superficies de anticuerpo humano conocido. Los
anticuerpos humanizados y fragmentos de enlace de epitopes de los
mismos de la presente invencién tiene propiedades mejoradas ya que
son mucho menos inmunogénicos (o0 completamenta no-
inmunogénicos) en humanos a los cuales fueron administrados que
las versiones completamente de murino. Por lo tanto, los anticuerpos
DS8 humanizados y los fragmentos de enldce de epitopes de los
mismos de la presente invencidon reconocen de manera especifica un
sialoglicétopo novedoso en el receptor de mucina Muc1, es decir, el
glicétopo CAB, en tanto que no son inmunogénicos para un humano.
Los anticuerpos humanizados y fragmentos de enlace de epitopes de
los mismos pueden ser conjugados para un fdrmaco, tal como un
maitansinoide, para formar un profarmaco que tiene citotoxicidad
especifica hacia células que expresan antigeno mediante
sefialamiento del farmaco para el sialoglicétopo Muci1 CAB. Los
conjugados citotéxicos que comprenden dichos anticuerpos y pocos
farmacos altamente téxicos (por ejemplo, maitansinocides, taxanos, y
analogos CC-1085) pueden ser utilizados por lo tanto como un
terapéutico para el tratamiento de tumores, tales como tumores de
8@N0 y ovarios.

Las versiones humanizadas del anticuerpo DS6 de la presente
invencion estdn completamente caracterizadas en la presente con
respecto a sus sacuencias de amino #4cido respectivas de las

regiones variables de cadena ligera y pesada, la identificacion de los

5
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CDRs, la identificacion de sus aminoacidos de superficie, y la
descripcién de un medio para su expresion en forma recombinante.

En una modalidad, se proporciona un anticuerpo DS8
humanizado o un fragmento de eniace de eplitope del mismo que
tiene una cadena pesada que incluye CDRs que tienen secuencias de
amino acido representadas por ID SEC NOS: 1-3:

SYNMH(ID SEC NO: 1),

YIYPGNGATNYNQKFKG (ID SEC NO: 2),

GDSVPFAY(IDSEC NO: 3),

Y que tiene una cadena ligera que comprende CDRs que tienen
secuencias de amino écido representadas por ID SEC NOS: 4-6:

SAHSSVSFMH(ID SEC NO: 4),

STSSLAS(IDSEC NO: 5),

QQRSSFPLT(IDSEC NO: 8),

Se proporcionan también anticuerpos DS6 humanizados y
fragmentos de eniace de epitope de [os mismos que tienen una
region variable de cadena ligera que tiene una secuencia de
aminodcidos que comparte por lo menos el 90% de la identidad de
secuencia con una secuencia de amino Acido representada por ID
SEC NO: 7 0 ID SEC NO: 8 :
QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSAHSSVSFMHWFQQIiIPGTSPKLWIYST
SSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFPLTFGA
GTKLELKR (ID SEC NO: 7)

EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIYS
TSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPLTFG
AGTKLELKR (ID SEC NO: 8)
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De manera similar, se proporciona un anticuerpo DS8
humanizado y fragmentos de enlace de epitope del mismo que tienen
una regién variable de cadena pesada que tiene una secuencia de
amino dcido que comparte por lo menos el 90% de la identidad de
secuencia con una secuencia de amino 4cido representada por D

SEC NO: 9, ID SEC NO: 10, o ID SEC NO: 11:

QAYLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLE
WIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 9)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLE
WIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWI
GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFCAR
GDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 11)

En otra modalidad, se proporcionun anticuerpos DS6
humanizados y fragmentos de enlace de epitope de los mismos que
tienen una regién variable de cadena ligera humanizada o de doble
superficie que tiene una secuencia de amino acido que corresponde

a ID SEC NO: 8

EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIYST
SSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPLTFGA
GTKLELKR (ID SEC NO: 8)
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En forma similar, se proporcionun anticuerpos DS8
humanizados y fragmentos de enlace de epitope de los mismos que
tienen una regién variable de cadena pesada humanizada o de doble
superficie que tiene una secuencia de amino &cido que corresponde

aID SEC NO: 10 o ID SEC NO: 11, respectivamente:

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWI
GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFCAR
GDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWI
GYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVYFCAR
GDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO: 11)

Los anticuerpos DS6 humanizados y fragmentos de eniace de
apitope de los mismos de la presente invencién también pueden
incluir sustitucién en residuos de amino 4cido de cadena pesada en
una o méas posicionaes definidas por los residuos en forma de estrelia
en el Cuadro 1 que representa los residuos de astructura de
superficie de murino encontrados dentro de 5 Angstroms de un CDR
que requiere cambio a un residuo humano. Por ejemplo, el primer
residuo de amino écido Q en la secuencia de murino (ID SEC NO: 7)
ha sido reemplazado por E (ID SEC NO: 8) para humanizar el
anticuerpo. Sin embargo, debido a |la proximidad de este residuo un
CDR, se puede requerir una retromutacién para el residuo de murino

Q para mantenar la afinidad del anticuerpo.

S R
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Cuadro 1

Residuos de estructura muDS8 préximos a CDR (numeracién Kabat)
Cadena ligera Cadena Pesada

Q1* Q1

V3 K84

T5 P73*

P40 §74

G57

ABO

S67

E81

Esto se muestra ademéas en el cuadro 2 en donde |os residuos
de de superficie de regién variable muDS6 se muestran alineados
con los tres residuos de superficie de regidon variable humanos mas
homélogos. Los residuos de amino 4&cido en el Cuadro 1

corresponden a los residuos de amino écido subrayados en el cuadro

2.
Cuadro 2
Las 3 Superficies de Anticuerpo Humano Mds Homélogas
Anticuerpo Cadena Ligera ID SEC NO:
muDS8 IPKPGGASREK ID SEC NO: 12
28E4 EVIATPBPGGASSEK IDSECNO 13
HAZcPB EVTGTPRPGGDSREK IDSECNO 14
SSaPB ECTGTPRPGGDSREK 1D SEC NO: 15
Anticuerpo ‘Cadena Pesada ID SEC NO:
muDS6 QYQALRSKKPGQKKGPSSSEQS _ ID SEC NO: 18
28E4 QQVAVK_P_KKPGQQ@GTSSSEQS ID SEC NO: 17
HAZcPB | -QVAVKPKKPGQQKQGESSSEQS iID SEC NO: 18
SSaPB -QVAVKPKKPGQQKQGESSSEQS ID SEC NO: 18
La presente invenciébn proporciona ademés conjugados

citotéxicos que comprenden (1) un agente de eniace celular que
reconoce y se enlaza al glicétopo CA8, y (2) un agente citotéxico. En
ios conjugados citotdxicos, el agente de eniace ceiuiar tiene una aita

afinidad para el glicotopo CA8 y el agente citotéxico tiene un alto

6\
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grado de citotoxicidad para las células que expresan el glicétopo
CA8, de manera que los conjugados citotéxicos de la presente
invencién forman agentes de eliminacion efectivos.

En una modalidad preferida, el agente de enlace celular es un
anticuerpo anti-CAB8 o un fragmento de enlace de epitope del mismo,
de manera méas preferible un anticuerpo anti-CA8 humanizado o un
fragmento de enlace de epitope del mismo, en donde un agente
citotéxico es unido de manera covalente, directamente o por medio
de un enlazador divisible o0 no divisible, al anticuerpo o fragmento de
enlace de epitope del mismo. En modalidades mas preferidas, el
agente de enlace celular es el anticuerpo DS6 humanizado o un
fragmento de enlace de epitope del mismo, y el agente citotéxico es
un taxol, un maitansinoide, CC-1085 o un CC-10685 andlogo.

En modalidades preferidas de la invencién, el agente de enlace
celular es un anticuerpo anti-CA8 humanizado y el agente citotéxico
es a férmaco citotéxico tai como un maitansinoide o un taxano.

De manera mas preferible el agente de enlace celular es el_
anticuerpo anti-CA6 humanizado DS6 y el agente citotéxico es un
compuestio de maitansina, tal como DM1 o DM4.

La presente invencién incluye también un método para inhibir el
crecimiento de una célula que expresa el glicétopo CAB. En
modalidades preferidas, el método para inhibir el crecimiento de la
célula que expresa el glicétopo CAB tiene lugar in vivo y resuilta en
la muerte de Ila célula, aunque también estdn incluidas las
aplicaciones in vitro y ex vivo.

La presente invencidn proporciona también una composicién
terapéutica que comprende el conjugado citotéxico, y un portador o

excipiente farmacéuticamente aceptable.

64/
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La presente invencidn incluye ademéds un método para tratar a
un sujeto que tiene cancer utilizando la composicion terapéutica. En
modalidades preferidas, el conjugado citotéxico comprende un
anticuerpo anti-CA8 y un agente citotéxico. En modalidades mas
preferidas, el conjugado citotéxico comprende un conjugado
anticuerpo DS8 humanizado-DMI, anticuerpo DS68 humanizado-DM4 o
un conjugado anticuerpo DS6 humanizado-taxano, y el conjugado es
administrado junto con un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

La presente invencién incluye y también un equipo que
comprende un conjugado anticuerpo anti-CA8-agente citotoxico e
instrucciones para el uso. En modalidades preferidas, el anticuerpo
anti-CA8 es el anticuerpo DS8 humanizado, el agentie citotdxico es
un compuesto de maitansina, tal como DM1 o DM4, o un taxano, y las
instrucciones para utilizar los conjugados en el tratamiento de un
sujeto que tiene céncer. E|I equipo puede incluir también
componentes necesarios para la preparaciéon de una formulacidn
farmacéuticamente aceptable, tal como un diluyente si el conjugado
estd en un estado liofilizado o en forma concenfrada, y para la
administracién de |la formulacién.

La presente invencién incluye también derivados de anticuerpos
que se enlazan y reconocen especificamente el glic6topo CA8. En
modalidades preferidas, los derivados de anticuerpo son preparados
mediante anticuerpos de doble superficie 0 humanizacién que se
enlazan al glicotopo CA8, en donde los derivados tienen
inmunogenicidad disminuida hacia el huésped.

La presente invencion proporciona ademé&s anticuerpos

humanizados o fragmentos de los mismos que son etiquetados

5%
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adicionalmente para uso en las aplicaciones de investigacién o
diagnodstico. En modalidades preferidas, la etiqueta es wuna
radioetiqueta, un fluoréforo, un croméforo, un agente de formacién
de imagen o un ié6n metdlico.

Se proporciona también un método para e! diagnoéstico en el
cual los anticuerpos humanizados etiquetados o fragmentos de
enlace de epitope de los mismos son administrados a un sujeto que
88 supone que tiene cdncer, y la distribuciéon de la etiqueta dentro
del cuerpo del sujeto es medida o monitoreada.

La presente invencién proporciona también métodos para el
tratamiento de un sujeto que tiene céncer a través de Ila
administracién de un conjugado de anticuerpo humanizado de la
presente invencién, ya sea solo o en combinaciéon con otros agentes
citotéxicos o terapéuticos.

El cdncer puede ser uno o mas de, por ejemplo, cancer de
seno, cédncer de colon, carcinoma de ovarios, cdncer endometriai,
osteosarcoma, ciancer cervical, céncer de préstata, céncer de
pulmén, carcinoma sinovial, cancer pancreatico, un sarcoma o0 un
carcinoma en el cual se expresa CA68 u otro cancer por ser
determinado aun en el cual se expresa predominantemente el
glic6topo CAB.

A menos que establezca de otra manera, todas |as referancias
y patentes citadas en la presente estan incorporadas mediante

referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra los resultados de estudios ejecutados para

R
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determinar l|la habilidad del anticuerpoc DS6 para enlazarse Ila
superficie de Ilineas celulares de cancer seleccionadas. La
fluorescencia de las lineas de celulares incubadas con el anticuerpo
primario DS8 y los anticuerpos secundarios FITC conjugados de anti-
ratén igG (H+L) fue media a través de citometria de fiujo. EI
anticuerpo DSB8 enlazé células Caov-3 (Figura 1A) y T-47D (Figura
1B) con un Kd aparente de 1.848 nM y 2.5866 nM respectivamente.
Las Ineas celulares antigeno negativas, SK-OV-3 (FiguraiC) vy
Colo205 (Figura 1D) no demostraron enlace antigeno especifico.

La Figura 2 muestra los resultados de anadlisis tincién por punto
de la expresion de epitope. Los lisados celulares Caov-3 (Figura 2A
& Figura 2B), SKMEL28 (Figura 2C), y Colo205 (Figura 2D) fueron
marcados de manera individual sobre membranas de nitrocelulosa y
después incubadas individualmente con pronasa, proteinasa K,
neuraminidasa o écido periédico. Las membranas fueron
inmunotefiidas con el anticuerpo DS6 anticuerpo (Figura 2A), el
anticuerpo CM1 (Figura 2B), el anticuerpo R24 (Figura 2C), o el
anticuerpo C242 (Figura 2D).

La Figura 3 muestra los resultados de un anadlisis de tincidn por
puntos de la expresién de antigeno DS6. Los lisados celulares Caov-
3 fueron marcados individualmente sobre membranas PVDF y
después incubados en presencia de acido trifluorometanesulfénico
(TFMSA). Las membranas fueron inmunotefiidas con el anticuerpo
CM1 anticuerpo (1 a 2) o el anticuerpo DS6 (3 & 4).

La Figura 4 muestra los resultados del andlisis de glicotépo del
antigeno DS6. Los lisados Caov-3 pretiratados con N-glicanasa ("N-
gly"), O-glicanasa ("O-gly"), y/o sialidasa ("S") fueron marcados

sobre nitrocelulosa e inmunoteflidos con el anticuerpo DS8 o el

Y4
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anticuerpo CM1 (Muc-1 VNTR).

La Figura 5 muestra los resultados del analisis de tincién
Western del antigeno DS68. Los lisados celulares fueron
inmunoprecipitados ("IP*) e inmunotefiidos con el anticuerpo DS6. El
antigeno corresponde a una banda de proteina > 250 kDa observada
células Caov-3 antigeno-positivas (Figura 5A y Figura 5B) y T47D
(Figura 5C). Las lineas ceolulares SK-OV-3 antigeno-negativas
(Figura 5D) y Colo205 (Figura 5E) no exhiben esta banda. Después
de la inmunoprecipitaciéon, los lechos de Proteina G de los lisados
celulares Caov-3 fueron incubados con (Figura 5A) neuraminidasa
("N") o (Figura 5B) acido periédico ("PA"). Los controles de lisado de
anticuerpo ("a"), pre-IP ("Lys") y post-IP de flujo de paso ("FT")
fueron operados sobre el mismo gel. Los inmunopreciptados Caov-3
también fueron incubados con N-glicanasa ("N-gly®), O-glicanasa
("O-gly"), y/o sialidasa ("S") (ver Figura 5F), en donde la tincién fue
analizada de manera alternativa con Dbiotinilatado-DS8 vy
estrepavidina-HRP.

La Figura 8 muestra los resultados de las
inmunoprecipitaciones y/o inmunotinciones del anticuerpo DS8 y el
anticuerpo CM1 sobre lisados celulares Caov-3 (Figura 6A) y HelLa
(Figura 6B). El traslape de de las sefales de tincion western CM1 y
DS@ significa que el antigeno DS6 asta en la proteina Mud. En los
lisados Hela, los resultados del doblete Muc1 a partir de la
expresién Muc1 dirigida por diferentes alelos difieren en su nimero
de las repeticiones tandem.

La Figura 7 muestra un disefio ELISA de intercalacién de
anticuerpo DS@ (Figura 7A) y una curva estandar (Figura 7B). La

curva estandar fue generada utilizando concentraciones conocidas de
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estandares CA15-3 comercialmente disponibles (en donde 1 unidad
CA15-3 = 1 unidad DS8).

La Figura 8 muestra curvas estandar ELISA cuantitativas. Las
curvas estidndar de I|a seflal del anticuerpo de deteccion
(estreptavidina-HRP/biotina-DS8) (Figura 8C) se determinaron
utilizando concentraciones conocidas de biotina-DS6 capturadas por
cabra anti-ratén IgG en placas (Figura 8A) o enlazadas directamente
sobre la placa ELISA (Figura 8B).

La Figura 9 muestra las secuencias ADNc y de amino acido de
la regién variable de cadena ligera (Figura 8A) y la cadena pesada
(Figura 9B) para el anticuerpo DS8 de murino. Los tres CDRs en
cada secuencia estan subrayados (definiciones Kabat).

La Figura 10 muestra los CDRs de cadena ligera (Figura 10A) y
pesada (Figura 10B) del anticuerpo DS6 de murino determinados por
las definiciones Kabat. El software de modelado AbM produce una
definicién ligeramente diferente para ios CDRs de cadena pesada
(Figura10C).

La Figura 11 muestra las secuencias de amino acido de cadena
ligera ("muDS6LC") (residuos 1-95 de ID SEC NO: 7) y de cadena
pesada ("muDS6HC") (residuos 1-98 de ID SEC NO: 9) para el
anticuerpo DS8 de murino alineado con las secuencias de linea
germinal para los genes IgV?ap4 (ID SEC NO: 23) e IgVh J558.41 (ID
SEC NO: 24). Gel color gris indica la divergencia de secuencia.

La Figura 12 muestra las diez secuencias de anticuerpo de
cadena ligera y de cadena pesada mas homdélogas para las
secuencias de cadena ligera ("muDS8LC") de DS6 murino (muDS6) y
de cadena pesada ("muDS6HC") que tienen archivos de estructura

resueitas en la base de datos Brookhaven. Las secuencias estan
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alineadas en orden de m+as a menos homéloga.

La Figura 13 muestra los datos de acesibilidad de superficie y
céiculos para pronosticar que residuos de estructura de la region
variable de cadena ligera del anticuerpo DS8 de murino son
accesibles de superficie. Las posiciones con 25-35% de accesibilidad
de superficie promedio son marcadas (' ? ? *) y fueron sometidas al
andlisis de segunda ronda. La regién variable de cadena ligera del
anticuerpo DS6 anticuerpo (Figura 13A) y la regidn variable de
cadena pesada (Figura 13B).

La Figura 14 muestira el mapa de plasmido de expresién de
mamifero prDS6vi.0. este plasmido fue utilizado para construir y
expresar los anticuerpos quiméricos recombinantes y DS6
humanizados.

La Figura 15 muestra las secuencias de amino acido de los
dominios variables de anticuerpo de murino ("muDS8*) y humanizado
("huDSB8") (v1. 0 & v1. 2) DS8 de cadena ligera (Figura 15A) y de
cadena pesada (Figura 15B).

La Figura 16 muestras las secuencias de ADNc y de amino
4cido de la regidén variable de cadena ligera del anticuerpo DS8
humanizado ("huDS68")}(v1.0 y v1.2).

La Figura 17 muestra las secuencias de ADNc y de amino écido
de la regién variable de cadena pesada del anticuerpo DSB8
humanizado ("huDS8") v1. 0 (Figura 17A) y v1. 2 (Figura 17B).

La Figura 18 muestra las curvas de enlace de citometria de
flujo de clones muDS6 y huDS6 a partir de un ensayo ejecutado con
células WISH. Las afinidades de enlace de los clones (Figura18A)
quiméricos, v1.0, y vi. 2 humanos DS6 (Kd = 3.15, 3.71, y 4.20 nM,

respectivamente) son comparables con (Figura 18B) murino natural y
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biotinilatado DS6 (Kd = 1.93 y 2.80nM, respectivamente).

La Figura 19 muestira los resultados de un ensayo de enlace de
competencia de anticuerpos huDS8 con muDS6. (Figura 19A) las
céluias WISH fueron incubadas con biotina-muDS6 y estreptavidina-
DTAF produciendo una curva de enlace con un Kd aparente de 6.78
nM. (Figura 19B) Concentraciones variables de muDS8 natural,
huDS6 v 1.0 y v 1.2 se combinaron con 2 nM de biotina-muDS8 y la
estrepavidina-DTAF secundaria.

La Figura 20 muestra los resultados de una determinacién de la
afinidad de enlace de un anticuerpo DS6 no conjugado contra un
conjugado anticuerpo DS8-DM1. Los resultados demostraron que la
conjugacién DM1 no afecta de manera adversa la afinidad de enlace
del anticuerpo. El Kd aparente del conjugado anticuerpo DS68-DM1
(3.902 nM) ("DS6-DM1") fue ligeramente mayor que el anticuerpo
natural (2.020 nM) ("DS@").

La Figura 21 muestra los resuitados de un ensayo de viabilidad
celular indirecto utilizando el anticuerpo DS8 en presencia o
ausencia del conjugado anti-ratén IgG(H+L)DM1 (2 Ab-DMI). Las
células antigeno-positivas Caov-3 fueron enlazadas de una manera
dependiente de anticuerpo DS6 (ICso = 424.9 pM) solamente en
presencia del conjugado secundario ("DS8 +2 Ab-DMI®).

La Figura 22 muestra los resultados de un ensayo de
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) del anticuerpo DS8
y el anticuerpo DS8. Los resultados demostraron que no hubo efecto
mediado por CDC del anticuerpo DS6 o el anticuerpo DS6
humanizado (vi1. O y v1. 2) en células HPAC (Figura 22A) y ZR-75-1
(Figura 22B).

La Figura 23 muestra Jlos resultados de un ensayo de

Za
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citotoxicidad in vitro de un conjugado anticuerpo DS8-DM1 contra
maitansina libre. En un ensayo clonogénico, las lineas celulares de
cdncer DSB8 antigeno-positivas de ovario (Figura 23A), seno (Figura
23B), cervical (Figura 23C), y pancreatico (Figura 23D) fueron
probadas para citotoxicidad de exposicion continua para un
conjugado de anticuerpo DS6- DM1 (paneles izquierdos). Esas lineas
celulares fueron probadas de manera similar para la sensibilidad de
maitansina mediante una exposiciobn de 72h a maitansina libre
{(paneles derechos). Las lineas celulares de cé&ncer de ovario
probadas fueron OVCARS, TOV-21G, Caov-4 y Caov-3. Las lineas
celulares de céncer de seno fueron T47D, BT-20 y BT-483. Las
lineas celulares de cancer cervical probadas fueron KB, HelLa y
WISH. Las lineas celulares de céncer pancreatico probadas fueron
HPAC, Hs766T y HPAF-11.

La Figura 24 muestra los resultados de un ensayo de
citotoxicidad in vitro de un conjugado de anticuerpo DS8-DM1. en un
ensayo de viabilidad celular MTT, las células de cancer humanas de
ovario (Figura 24A, Figura 24B & Figura 24C), seno (Figura 24D &
Figura 24E), cervical (Figura 24F & Figura 24G), y pancreatico
(Figura 24H a Figura 241) fueron eliminadas de una manera
dependiente de conjugado de anticuerpo DS6-DM1. DS6 natural no
afecté de manera adversa el crecimiantc de estas células, indicando
que la conjugacién DM1 es requerida para la citotoxicidad.

La Figura 25A muestra los resuitados de un estudio de eficacia
anti-tumoral in vivo de un conjugado de anticuerpo DS6-DM1 en
xenoinjertos KB subcutdneos establecidos. Las células tumorales
fueron inoculadas en el dia 0, y el primer tratamiento se dio en el dia

6. Los tratamientos de inmunoconjugado continuaron diariamente
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para un total de 5 dosis. Los animales de control PBS fueron
sacrificados una vez que los volumenes de tumor excedieron de 1500
mm3. El conjugado fue dado a una dosis de 150 o 225 mg/kg DM1,
que corresponde a las concentraciones de anticuerpo de 5.7 y 8. §
mg/kg respectivamente. Los pesos corporales (Figura 25B) de los
ratones fueron monitoreados durante el curso del estudio.

La Figura 26 muestra los resultados de un estudio de eficacia
antitumoral de un conjugado de anticuerpo DS8-DM1 en xenoinjertos
de tumor subcutdneo establecidos. Las células OVCARS (Figura 26A
y Figura 288B), TOV-21G (Figura 26C y Figura 28D), HPAC (Figura
26E y Figura 26F), y HelLa (Figura 286G y Figura 28H) fueron
inoculadas en el dia 0, y los tratamientos de inmunoconjugado fueron
dados en el dia 8 y 13. Los animales de control PBS fueron
sacrificados una vez que los volimenes de tumor excadieron de 1000
mm?®. El conjugado fue dado en una dosis de 600 mg/kg DM1, que
corresponde a una concentracion de anticuerpo de 27.7 mg/kg. El
volumen del tumor (Figura 26A, Figura 26C, Figura 28E, y Figura
26G) y el peso carporal (Figura 28B, Figura 28D, Figura 26F, ¥
Figura 26H) de los ratones fueron monitoreados durante el curso del
estudio.

La Figura 27 muestira los resultados de un estudio de eficacia
in vivo de un conjugado de anticuerpo DS8-DM1 en tumores OVCARS
intraperitoneales. Las células tumorales fueron inyectadas por via
intraperitoneal en al dia 0, y los tratamientos de inmunoconjugado se
dieron en el dia 8 y 13. Los animales fueron sacrificados una vez que
la pérdida de peso corporal excedidé del 20%.

La Figura 28 muestra la curva de enlace de citomatria de flujo

a partir de un estudio de anticuerpo DS6 natural y taxano-conjugado
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sobre células HeLa. La conjugacién de taxano (MM1- 202) no afecta
de manera adversa la afinidad de enlace del anticuerpo. El Kd
aparente del conjugado DS8-MM1-202 (1.24 nM) fue ligeramente

mayor que e! del anticuerpo DS8 natural (620 pM).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona, entre otras caracteristicas,
anticuerpos monocionales anti-CA8, anticuerpos humanizados anti-
CA8, y fragmento del anticuerpo anti-CA6. Cada uno de los
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la presente invencion
estan disefiados para reconocer y eniazarse de manera especifica al
glicétopo CAB en la superficie de una célula. CAB es conocido por
ser expresado por muchos tumores humanos: 95% de los carcinomas
de ovario seroso, 50% de los carcinomas de ovario endometrioide,
50% de los neoplasmas del cervix uterino, 689% de los neopiasmas
del endometrio, 80% de los neoplasmas de la vulva, 60% de los
carcinomas de seno, 67% de los tumores pancreaticos, y 48% de los
tumores del urotelio, aunque es raramente expresado por el tejido
humano normal.

Un reporte de Kearse et al., Int. J. Cancer 88 (8): 868-872
(2000) identific6 de manera err6nea la proteina sobre la cual se
encontr6 el epiotpe como una proteina 80 kDa que tiene un a
carbohidrato N-enlazado que contiene el epitope CAB8 cuando
utilizaron un sobrenadante de hibridoma para caracterizario.
Utilizando el DS8 purificado se ha demostrado que el epitope CAS se
encuentra en un carbohidrato O-enlazado de una glicoproteina

enlazada sin disulfuro mayor de 250 kDa. Ademas, la glicoproteina
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fue identificada como la mucina, Muc1. Debido a que diferentes Muc1
alelos tienen numeros variables de repeticiones tdndem en las
céiulas de dominio (VNTR) de repeticién tdndem de nimero variable
expresan con frecuencia dos proteinas Muc1 distintas de diferente
tamafio (Taylor-Papadimitriou, Biochi7n. Biopl7ys. Acta 1455 (2-3):
301-13 (1999). Debido a las diferencias en el nimero de repeticiones
en el dominio VNTR asi como las diferencias en la glicosilacién el
peso molecular de Muc1 varia de una linea celular a otra.

La susceptibilidad de la inmunoreactividad CA6 al aécido
pariddico Indica que CA8 es un epitope de carbohidrato "glicétopo”.
Lal susceptibilidad adicional de Ila inmunoreactividad CA8 al
tratamiento con neuraminidasa a partir de Vibrio cholera indica que
el epitope CAB es un glicotopo dependiente de &cido siélico, por lo
tanto un "sialoglicé6topo.”

Los detalles de la caracterizacién de CA6 pueden encontrarse
en el ejemplo 2 (ver a continuacién). Los detalles adicionales sobre
CA8 pueden encontrarse en WO 02/16401; Wennerberg et al., Am. J.
Patizol. 143 (4): 1050-1054 (1983); Smith et al., Human Antlbodies 8:
81-65 (1999); Kearse et al., Int. J. Cancer 88 (8): 8688-872 (2000);
Smith et al., last. J Gynecol. Pathol. 20 (3): 260-6 (2001); y Smith et
al., Int. J. Gynecol. Pathol. 20(3): 260-8 (2001); y Smith et al., Appl.
Immunochem, Mol. Morphol. 10(2): 152-8 (2002).

La presente invencidn incluye también conjugados citotdxicos
que comprenden componentes primarios. El primer componente s un
agente de enlace celular que reconoce y enlaza el glicétopo CAB. El
agente de enlace celular reconocera el sialoglicétopo CA8 con un
alto grado de especificidad de manera que los conjugados citotéxicos

reconocen y se enlazan solamente a las células a las cuales estan

N
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destinados. Un alto grado de especificidad permitira a los
conjugados actuar de una manera dirigida con pocos efectos
colaterales que resultan a partir del enlace no especifico.

En otra modalidad, el agente de enlace celular de |la presente
invencién también reconoce el glicétopo CA8 con un alto grado de
afinidad de manea que los conjugados estardn en contacto con la
célula objetivo durante un tiempo suficiente para permitir que la
porcién de farmaco citotéxico del conjugado actue en la célula, y/o
para permitir a los conjugados tiempo suficiente en cual se internen
en la célula.

En una modalidad preferida, los conjugados citotéxicos
comprenden un anticuerpo anti-CA8 como el agente de enlace
celular, de manera més preferible el anticuerpo monocional anti-CA6
DS6 murino. En una modalidad més preferida, los conjugados
citotéxicos comprenden un anticuerpo DS86 humanizado o un
fragmento de enlace de epitope del mismo. El anticuerpo DS6 es
capaz de reconocer CA8 con un alto grado de especificidad y dirige
al agente citotéxico hacia una célula o tejido anormal, tal como
células cancerigenas, de una manera dirigida.

El segundo componente de los conjugados citotéxicos de la
presente invencién es un agente citotéxico. En modalidades
preferidas, el agente citotoxico es un taxel, un maitansinoide tal
como DM1 o DM4, CC-1085 o un CC-1085 analogo. En modalidades
preferidas, los agentes de enlace celular de la presente invencién
estdn enlazados de manera covalente, directamente o por medio de
un enlazador divisible o no divisible, al agente cltotéxico.

Los agentes de enlace celular, agentes citotéxicos, vy

enlazadores de describen con mayor detalle a continuacién.
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Agentes de enlace celular

La efectividad de los compuestos de la presente invencifn
como agentes terapéuticos depende de la seleccién culdados de un
agente de enlace celular apropiado. Los agentes de enlace celular
pueden ser de cualquier tipo actualmente conocido, 0 que se den a
conocer e incluyen péptidos y no-péptidos. El agente de enlace
celular puede ser cualquier compuesto que puede enjazarse a una
célula, ya sea de una manera especifica o no-especifica.
Generaimente, estos pueden ser anticuerpos (en especial
anticuerpos monoclonales), linfoquinas, hormonas, factores de
crecimiento, vitaminas, moléculas transportadoras de nutriente (tales
como transferina), 0 cualquier otra molécula o sustancia de eniace
celular.

Ejemplos mas especificos de agentes de eniace celular que se
pueden utilizar inciuyen:

(a) anticuerpos policlonales;

(b) anticuerpos monocionales;

(c) fragmentos de anticuerpos tales como Fab, Fab', y F (ab')a,
Fv (Parham, J. Immicfzol. 131: 2895-2802 (1983); Spring et al. J
Imrnzcraol. 113: 470-478 (1974); Nisonoff et al. Arch. Biocleem.
Bioplays. 89: 230-244 (19680));

(d) interferones (e. g. alfa, beta, gama.);

(e) linfoquinas tales como IL-2, IL-3, IL-4, IL-6;

(f) hormonas tales como insulina, TRH (hormona liberadora de
tirotropina), MSH (hormona de simulacién de melanocito), hormonas

esteroides, tales como andrégenos y estrégenos;

G €
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(g) factores de crecimiento y factores de estimulaciéon de
colonia tales como EGF, TGF-alfa, FGF, VEGF, G-CSF, M-CSF y GM-
CSF (Burgess, Immunology Today 5: 155-158 (1984));

(h) transferina (O'Keefe et al.J. Biol.Clam. 280: 932-837
(1985)); vy

(i) vitaminas, tales como asfolato.

Anticuerpos

La seleccién del agente de enlace celular apropiado es un
asunto de eleccién que depende de la poblaciéon celular particular a
la que se vaya a dirigir, aunque en general, se prefieren los
anticuerpos si esta disponible uno adecuado o pude ser preparado,
de manera mas preferible un anticuerpo monoclional.

Las técnicas de anticuerpo monoclonal permiten la produccién
de agentes de enlace celular extremadamente especificos en la
forma de anticuerpos monoclonales especificos. Son particularmente
conocidas las técnicas para crear anticuerpos monoclonales
producidos al inmunizar ratones, ratas, cobayos o0 cualquier otro
animal con el antigeno de interés tal como la célula objetivo intacta,
antigenos aisiados a partir de la célula objetivo, virus completo,
virus completo atenuado, y proteinas virales tales como proteinas de
recubrimiento virales. También pueden utilizarse células humanas
sensibilizadas. Oreo método para crear anticuerpos monoclonales es
el uso de bibliotecas de fago de scFv (regién variable de cadena
individual), especificamente scFv humano (ver e. g., Griffiths et al.,
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,885, 793 y
5,089, 108; McCafferty et al., WO 92/01047; Liming et al., WO
99/06587).
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Un anticuerpo comuin estd comprendido por dos cadenas
pesadas idénticas y dos cadenas ligeras idénticas que estan unidas
por enlaces disulfuro. La regién variable es una porcién de las
cadenas pesadas y las cadenas ligeras del anticuerpo que difiere en
secuencia entre los anticuerpos y que coopera en el enlace y Ia
especificidad de cada anticuerpo particular para su antigeno. De
manera usual, la variabilidad no estd uniformemente distribuida
través de las regiones variables de! anticuerpo. En forma comiin estéa
concentrada en tres segmentos de una regién variable llamadas
regiones de determinacién complementaria (CDRs) o regiones
hipervariables, tanto en las regiones variables de cadena pesada
como de cadena ligera. Las regiones més altamente conservadas de
las regiones variables son llamadas regiones de estructura. Las
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras comprenden
cuatro regiones de estructura, que adoptan en gran medida una
configuracién de vaina beta, con cada regién de estructura
conectada por las tres CDRs, las cuales forman ciclos que se
conectan a la estructura de vaina beta, y en algunos casos forman
parte de la estructura de vaina beta. Las CDRs en cada cadena son
mantenidas en estrecha proximidad por las regiones de estructura y,
con las CDRs desde la otra cadena, contribuyen a la formacién del
sitio de enlace de antigeno de los anticuerpos (E. A. Kabat et al.
Secuencias of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, 1991,
NIH).

La region constante es una porcién @ Ila cadena pesada. En
tanto que no esta involucrada de manera directa en el enlace de un
anticuerpo a un antigeno, exhibe varias funciones de efector, tales

como Ila participacion del anticuerpo en la toxicidad celular

7]

X



e,

15

20

25

28

dependiente de anticuerpo.

Un anticuerpo monoclonal adecuado para el uso en la presente
invencién incluye el anticuerpo monoclonal DS6 de murino (Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica No. 6,508, 503; nimero de

depdsito ATCC PTA-4449).

Anticuerpos DS6 Humanizados o de Doble Superficie

De manera preferible, un anticuerpo anti-CA8 humanizado es
usado como el agente de eniace celular de |la presente invencién.
Una modalidad preferida de dicho anticuerpo humanizado es un
anticuerpo DS6 humanizado, o un fragmento de enlace de epitope del
mismo.

El objetivo de la humanizacién es una reduccién en la
inmunogenicidad de un anticuerpo xenogénico, tal como un
anticuerpo de murino, para la introduccién en un humano, en tanto
que mantiene l|a afinidad de enlace de antigeno completa y la
especificidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados pueden ser producidos utilizando
varias tecnologias tales como aplicaciéon de doble superficle e injerto
CDR. Como se utiliza en la presente, la tecnologia de aplicacién de
doble superficie usa una combinacién de modelado molecular,
andlisis estadistico y mutagenesis para alterar las superficies no-
CDR de las regiones variables del anticuerpo para asemejarse a las
superficies de anticuerpos conocidos del huésped objetivo.

Las estrategias y métodos para la aplicacion de doble
superficie a anticuerpos, y otros métodos para reducir Ia

inmunogenicidad de los anticuerpos dentro de un huésped diferente,
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se describen en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 5,
639, 641 (Pedersen et al.), la cual estd incorporada a la presente
mediante referencia en su totalidad. En pocas paiabras, en un
método preferido, (1) las alineaciones de posicién de un depdsito de
regiones variables de cadena pesada y ligera se generan para un
conjunto de posiciones expuestas de superficie de estructura de la
region variable de cadena pesada y ligera en donde las posiciones
de alineacidon para todas las regiones variables son por lo menos
aproximadamente 98% idénticas; (2) un conjunto de residuos de
amino acido expuestos de superficie de la estructura de la regidn
variable de cadena pesada y ligera est4 definido por un anticuerpo
de roedor (o un fragmento del mismo); (3) se identificé un conjunto
de residuos de amino &cido expuestos de superficie de la estructura
de regién variable de cadena pesada y ligera que es mas
estrechamente idéntico al conjunto de residuos de amino A&cido
expuestos de superficie de roedor; (4) el conjunto de residuos de
amino acido expuestos de superficie de la estructura de regidn
variable de cadena pesada y ligera definidos en la etapa (2) es
sustituido con el conjunto de residuos de amino acido expuestos de
superficie de la estructura de regién variable de cadena pesada y
ligera identificados en la etapa (3), excepto para aquellos residuos
de amino é4cido que estén entro de 5A de cualquier atomo de
cualquier residuo de las regiones de determinacién complementaria
de! anticuerpo de roedor; y (5) se produce el anticuerpo de roedor
humanizado que tiene especificidad de enlace.

Los anticuerpos pueden ser humanizados muchas otras
técnicas que incluyen injerto-CDR (EP 0 239 400; WO 91/09067;

Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,530,101; y
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5,585,080), revestimiento o aplicacién de doble superficie (EP 0 592
106; EP 0 519 596; Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28
(4/5): 489-488; Studnicka G. M. et al., 1994, Protein Engineering 7
(6): 805-814; Roguska M. A. et al., 1984, PNAS 91: 989-973), y
lanzamiento de cadena (Patente de Ilos Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,565,332). Los anticuerpos humanos pueden
hacerse mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica
incluyendo meétodos de despliague de fago. Véanse también las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,444,887,
4,716,111, 5,545,808, y 5,814,318; y los nimeros de publicacién de
patente internacional WO98/46845, WO 98/50433, WO 98/24893, WO
98/16854, WQ96/34096, WO098/33735, y WO 01/10741 (dichas
referencias incorporadas en su totalidad mediante referencia).

En una modalidad preferida, la presente invencién proporciona
anticuerpos humanizados o fragmentos de los mismos que reconocen
un sialoglicdtopo novedoso (ei glicétopo CAS8) en ia mucina Muc1. En
otra modalidad, los anticuerpos humanizados o fragmentos de enlace
de epitope de los mismos tienen la habilidad adicional de para inhibir
el crecimiento de una célula que expresa el glicétopo CAS.

En modalidades mas preferidas, se proporcionan versiones de
doble superficie o humanizadas del anticuerpo DS8 en donde los
residuos expuestos de superficie del anticuerpo o sus fragmentos
son reemplazados en las cadenas ligeras y pesadas para asemejarse
mas estrechamente a las superficies de anticuerpo humano
conocidas. Los anticuerpos DS68 humanizados o fragmentos de enlace
de epltope de los mismos de la presente Iinvencién tienen
propiedades mejoradas. Por ejemplo, los anticuerpos DS6

humanizados o fragmentos de enlace de epitope de los mismos
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reconocen de manera especifica un sialoglicétopo novedoso (el
glicotopo CAB8) en la mucina Muc1. De forma preferible, los
anticuerpos DS6 humanizados o fragmentos de enlace de epitope de
los mimos tienen una habilidad adicional para inhibir el crecimiento
de una célula que expresa el glicotopo CAB8. EI anticuerpo
humanizado o un fragmento de enlace de epitope del mismo puede
ser conjugado para un fadrmaco, tal como un maitansinoide, para
formar un profarmaco que tiene una citotoxicidad especifica hacia las
células que expresan antigeno mediante sefialamiento del farmaco
para el sialoglic6topo Muc1 novedoso, CAB. Los conjugados
citotéxicos que comprenden dichos anticuerpos y un farmaco
pequefio, altamente téxico (por ejemplo, maitansinoides, taxanos, y
CC-1085 anaiogos) pueden ser utilizados como un terapéutico para
el tratamiento de tumores, como tumores de seno y ovario.

Las versiones humanizadas del anticuerpo DS8 también estadn
completamente caracterizadas en l|la presente con especto a sus
secuencias respectivas de amino écido de regiones variables tanto
de cadena pesada como de cadena ligera, las secuencias de ADN de
los genes para las regiones variables de cadena pesada y cadena
ligera, la Identificacién de las CDRs, la identificacién de sus amino
adcidos de superficie, y la descripcién de un medio para su expresion
en una forma recombinante.

En una modalidad, se proporciona un anticuerpo humanizado o
fragmento de eniace de eplitope del mismo que tiene una cadena
pesada que incluye CDRs que tienen secuencias de amino 4acido

representadas por ID SEC NOs: I-3:

SYNMH(ID SEC NO: 1)
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YIYPGNGATNYNQKFKG(ID SEC NO: 2)
GDSVPFAY(ID SEC NO: 3)

Cuando las CDRs de cadena pesada son determinadas por
medio del software de modelado AbM son representadas por ID SEC

NOs: 20-22:

GYTFTSYNMH (ID SEC NO: 20)
YIYPGNGATN (ID SEC NO: 21)
GDSVPFAY(IDSEC NO: 22)

En la misma modalidad, el anticuerpo humanizado o fragmento
de enlace de epitope del mismo tiene una cadena ligera que
comprende CDRs que tienen secuencias de amino acido

representadas por ID SEC NOS: 4-6:

SAHSSVSFMH (ID SEC NO: 4)
STSSLAS (ID SEC NO: 5)
QQRSSFPLT (ID SEC NO: 8)

Se proporcionan también anticuerpos humanizados vy
fragmentos de enlace de epitope de los mismos que tienen una
regién variable de cadena ligera que tiene una secuencia de amino
dcido que comparte por lo menos 90% de la identidad de secuencia
con una secuencia de amino acido representada por ID SEC NO: 7 o

ID SEC NO: 8:

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSAHSSVSFMHWFQQXPGTSPKLW
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IYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFPLT
FGAGTKLELKR. (ID SEC NO: 7)

EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKL
WIYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPL
TFGAGTKLELKR. (ID SEC NO: 8)

De manera similar, se proporcionun anticuerpos humanizados y
fragmentos de enlace de eplitope de los mismos que tienen una
region variable de cadena pesada que tiene una secuencia de amino
dcido que comparte por lo menos 90% de |la identidad de secuencia
con una secuencia de amino &acido representada por ID SEC NO: 8,

ID SEC NO: 10, o ID SEC NO: 11:

QAYLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO: 9)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO: 11)

En otra modalidad, se proporcionun anticuerpos humanizados y
fragmentos de enlace de epitope de los mismos que tienen una
region variable de cadena ligera humanizada o de doble superficie
que tiene una secuencia de amino acido que corresponde a |ID SEC

NO: 8

',1,5
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EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKL
WIYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPL
TFGAGTKLELKR. (ID SEC NO: 8)

De manera similar, se proporcionun anticuerpos humanizados y
fragmentos de enlace de epitope de los mismos que tienen una
regién variable de cadena pesada humanizada o de doble superficie
que tiene una secuencia de amino acido que corresponde a ID SEC

NO: 10 o ID SEC NO: 11:

QAQLQVSGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA. (ID SEC NO:11)

Los anticuerpos humanizados y fragmentos de eniace de
epitope de los mismos de la presente invencién también pueden
incluir versiones de regiones variables de cadena ligera y/o pesada
en las cuales los residuos de amino acido de superficie humanos en
proximidad a las CDRs son reemplazados por los residuos de
superficie muDS6 correspondientes en una o més porciones definidas
por los residuos en el Cuadro 1 (numeracién Kabat) marcados con un
asterisco a fin de retener la afinidad de enlace y la especificidad de

muDS86.

Cuadro 1
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Residuce de estruciurs muDS88 préximos a COR (numeracién Kabat)

Cadena Ligera Cadena Pesads

Qil* Q1

V3 K84*

15 P73°

P40 674

G57

A60

867

EB1

Las cadenas ligeras y pesadas de secuencias de amino &cido
primarias y de y del anticuerpo DSB8, y de versiones humanizadas e
las mismas, estadn descritas en la presente. Sin embargo, el alcance
de la presente invencién no esta limitado a anticuerpos y fragmentos
que comprenden esas secuencias. En vez de ello, todos los
anticuerpos y fragmentos que enlazan de manera especifica a CAG6
como un glicétopo especifico de tumor unico en el receptor Muci
ostdn incluidos en la presente invencién. Preferiblemente, los
anticuerpos y fragmentos que eniazan de manera especifica a CA6
también antagonizan la actividad biolégica del receptor. De manera
mas preferible, dichos anticuerpos ademéas carecen sustancialmente
de actividad agonista. Por lo tanto, los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpo de la presente invencion pueden diferir del anticuerpo
DS8 o los derivados humanizados del mismo, en las secuencias de
amino &cido de su andamio, CDRs, y/o cadena ligera y cadena
pesada, y ain quedan dentro del alcance de la presente invencién.

Las CDRs del anticuerpo DSB8 son identificadas mediante
modelado y sus estructuras moleculares han sido pronosticadas. De
nuevo, en tanto que Ilas CDRs son Iimportantes para el
reconocimiento de epitope, no son esenciales para los anticuerpos y
fragmentos de la invencién. En consecuencia, se proporcionun
anticuerpos y fragmentos que tienen propiedades mejoradas
producidas por ejemplo, mediante maduracién de afinidad de un

anticuerpo de la presente invencioén.
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El gen de linea germinal IgV? ap4 de cadena ligera de ratén y
el gen de linea germinal IgVh J558. 41 de cadena pesada a partir de
los cuales se derivé probablemente DS68 se muestran en la FIG. 11
alineados con |la sgcuencia del anticuerpo DS8. La comparacidn

identifica probables |

mutaciones somaticas en el anticuerpo DSB8,
incluyendo varias en las CDRs.

La secuencia de regién variable de cadena pesada y de cadena
ligera del anticuerpo DS6, y las secuencias de las CDRs del
anticuerpo DS6 no se conocian previamente y se establecen en las

Figuras 8A y 8B. Dicha informacién puede ser utilizada para producir

versiones humanizadas del anticuerpo DS6.

Fragmentos de anticuerpo

Los anticuerpos de la presente invencién incluyen los
anticuerpos de longitud completa antes descritos, asi como
fragmentos de enlace de epitope. Como se utiliza en la presente,
*fragmentos de anticuerpo” Iincluyen cualquier porcién de un
anticuerpo que retiene Ila habilidad para enlazarse al epltope
reconocido por el anticuerpo de longitud total, denominados de
manera general "fragmentos de enlace de epitope.” Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab' y
F(ab')2, Fd, cadena individual Fvs (scFv), anticuerpos de cadena
individual, Fva enlazado por disulfuro (dsFv) y fragmentos que
comprenden ya sea una regiétn VL o VH. Los fragmentos de enlace de
epitope que incluyen anticuerpos de cadena individual, pueden
comprender la(s) regidn(es) variable(s) sola(s) o en combinacién con

la totalidad o una porcién de los siguientes: regiéon impedida,



@,

15

25

35

dominios CH1, CH2, y CH3.

Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos
Fab o el fragmento F(ab'). De manera preferible, los fragmentos de
anticuerpo contienen las seis CDRs de todo e! anticuerpo, aunque los
fragmentos que contienen menos de todas esas regiones, tales como
tres, cuatro o cinco CDRs, también son funcionales. Ademas, los
fragmentos pueden ser o combinar miembros de una de las
siguientes clases de inmunoglobulina: 1gG, IgM, IgA, I1gD, o IgE, y las
subclases de las mismas.

Los fragmenios Fab y F(ab'); pueden ser producidos por
divisiébn proteolitica, utilizando enzimas tales como papaina
(fragmentos Fab) o pepsina (fragmentos F(ab');).

Los fragmentos FVs (scFvs) de cadena individual son
fragmentos de enlace de epitope que contienen por lo menos un
fragmento de una regién variable de cadena pesada de anticuerpo
(VH) enlazado a por lo menos un fragmento de una regidn variable de
cadena ligera de anticuerpo (VL). E| enlazador puede ser un péptido
flexible, corto seleccionado para asegurar que el doblez
tridimensional adecuado de las regiones (VL) y (VH) ocurre una vez
que estan enlazadas para mantener la especificidad de enlace de la
molécuia objetivo e todo el anticuerpo a partir del cual se derivé el
fragmento de anticuerpo de cadena individual. La terminacién
carboxilo de la secuencia (VL) o (VH) puede ser enlazado de manera
covalente por medio de un enlazador a la terminacién amino acido de
una secuencia (VL) o (VH) complementaria.

Los fragmentos de anticuerpo de cadena individual de la
presente invencién contienen secuencias de amino &cido que tienen

por lo menos una de las regiones variable o de determinacién

»59"34
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complementaria (CDRs) de todos los anticuerpos descritos en esta
especificacién, aunque carecen de algunos o todos los dominios
constantes de esos anticuerpos. Esos dominios constantes no son
necesarios para el enlace de antigeno, aunque constituyen una
porcién. principal de la estructura de los anticuerpos completos. Los
fragmentos de anticuerpo de cadena individual pueden por lo tanto
superar algunos de los problemas asociados con el uso de
anticuerpos que contienen una parte o todo un dominio constante.
Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo de cadena individual
tienden a estar libres de interacciones indeseables entre moléculas
biolégicas y la regién constante de cadena pesada, u otra actividad
biolégica indeseable. Ademés, los fragmentos de anticuerpo de
cadena Iindividual son considerablemente méis pequefios que los
anticuerpos completos y por Ilo tanto pueden tener mayor
permeabilidad capilar que los anticuerpos completos, permitiendo
que los fragmentos de anticuerpo de cadena individual localicen y
enlacen a sitios de enlace de antigeno objetivo de manera més
eficiente. Asimismo, [os fragmentos de anticuerpo pueden ser
producidos en una escala relativamente grande en células
procaritticas, facilitando de esta manera su produccién. Ademas, el
tamafio relativamente pequefio de los fragmentos de anticuerpo de
cadena individual los hace menos probables de ocasionar una
respuesta inmune en un receptor que los anticuerpos completos.

Los fragmentos de anticuerpo de cadena individual pueden ser
generados a través de técnicas de clonaciéon molecular, biblioteca de
despliegue de fago de anticuerpo o similares bien conocidas por el
técnico con experiencia. Esas protelnas pueden ser producidas, por

ejemplo, en células eucaridticas o células procaridticas, incluyendo
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bacterias. Los fragmentos de enlace de epitope de la presente
invencién también pueden ser generados utilizando varios métodos
de despliegue de fago conocidos en la técnica. En los métodos de
despliegue de fago, los dominios de anticuerpo funcionales son
desplegados sobre la superficie de las particulas del fago que
transportan las secuencias de polinucléotidos que las codifican. En
particular, dicho fago puede ser utilizado para desplegar dominios de
enlace de epltope expresados a partir de un repertorio o biblioteca
de anticuerpo de combinacién (e. g., humano o murino). El fago que
expresa un dominio de eniace de epitope que enlaza el antigeno de
interés puede ser selaccionado o identificado con antigeno por
ejemplo, por ejemplo utilizando antigeno etiquetado enlazado o
capturado para una superficie o lecho sélido. El fago utilizado en
estos métodos son cominmente fagos filamentosos que incluyen
dominios de enlace fd y M13 expresados a partir del fago con
dominios de anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizado con disulfuro
fusionados de manera recombinante a cualquier gen de fago Ill o
proteina Viil de gen.

Los ejemplos de métodos de despliegue de fago que se pueden
utilizar para hacer los fragmentos de enlace de epitope de la
presente invencion incluyen aquellos descritos en Brinkman et al.,
1985, J. Immunol. Methods 182: 41-50; Ames et al., 1985 J.
Immunol. Methods 184: 177-186; Kettleborough et al., 1994, Eur. J.
Immunol. 24: 952-958; Persic et al., 1987, Gene 187: 8-18; Burton et
al., 1994, Advances in Immunology 57: 191-280; solicitud PCT No.
PCT/GB91/01134; solicitudes PCT WO 90/02809; WO 91/10737;
W092/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO

85/20401; y Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
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5,098,426; 5,223,409; 5,403,484; 5,580,717; 5,427,908; 5,750,7593;
5,821,047; 5,571,698; 5,427,808; 5,516,837; 5,780,225; 5,8658,727;
5,733,743 y 5,969,108; cada una de lasa cuales esta incorporada en
su totalidad a la presente mediante referencia.

Después de la seleccién de fago, las regiones del fago que
codifica los fragmentos pueden ser aisladas y utilizadas para generar
los fragmentos de enlace de epitope a través de la expresién en un
huésped seleccionado, incluyendo células de mamifero, células de
insecto, células vegetales, levadura y bacterias, utilizando
tecnologia de ADN recombinante, e. g., como se describe en detalle
a continuacién. Por ejemplo, las técnicas para producir de manera
racombinante los fragmentos Fab9, Fab' y F(ab'), también se pueden
emplear utilizando métodos conocidos en la técnica tales como
aquellos descritos en la publicacién de PCT WO 82/22324; Mullinax
ot al., 1992, BioTechniques 12 (8): 864-889; Sawai et al., 1985, AJRI
34: 26-34; y Better et al., 1988, Science 240: 1041-1043; dichas
referencias incorporadas en su totalidad mediante referancia. Los
ejemplos de técnicas que se pueden emplear para producir Fvs y
anticuerpos de cadena individual incluyen aquellas descritas en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,948,778 y
5,258,498; Huston et al., 1991, Methods in Enzymology 203: 48-88;
Shu et al., 1993, PNAS 90: 7985-7999; Skerra et al., 1988, Science
240: 1038-1040.

Equivalentes Funcionales

Entro del aicance de |a presente invencién se incluyen también

los equivajentes funcionales del anticuerpo anti-CA8 y el anticuerpo

& B
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anti-CA8 humanizado. El término "equivalentes funcionales® incluye
anticuerpos con secuencias homdlogas, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos artificiales y anticuerpos modificados, por ejemplo, en
donde cada equivalente funcional esta definido por su habilidad para
enlazarse a CAB. Los técnicos con experiencia comprenderan que
hay un traslape n el grupo de moléculas denominado "fragmentos de
anticuarpo” y el grupo denominado "equivalentes funcionales". Los
métodos para producir los equivalentes funcionales se describen, por
ejemplo, en la Solicitud PCT WO 93/21319, |la Solicitud de Patente
Europea No. 239,400; |la Solicitud PCT WO 89/09822; |la Solicitud de
Patente Europea 338,745; y la Solicitud de Patente Europea
EP332,424, |las cuales estan incorporadas en su totalidad mediante
referencia.

Los anticuerpos con secuencias homoélogas con aquellos
anticuerpos con secuencias de amino dcido que tienen una
homologia de secuencia de amino acido de un anticuerpo anti-CA8 y
un anticuerpo anti-CA8 humanizado de |la presente invencion. De
manera preferibie, ia homoiogia es con |la secuencia de amino acido
de las regiones variables del anticuerpo anti-CA6 y el anticuerpo
anti-CA8 humanizado de la presente invencién. "Homologia de
secuencia” como se aplica a una secuencia de amino acido en |a
presente estaé definida como una secuencia con por lo menos
aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, o 94% de homologia de
secuencia, y de manera mas preferible de por o menos
aproximadamente 95%, 968%, 97%, 98%, o 99% de homologia de
secuencia para otra secuencia de amino acido, como se determina,
por ejemplo, a través del método de basqueda FASTA de acuerdo con

Pearson y Lipman, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 85,2444-2448 (1988).
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Como se utiliza en la presente, un anticuerpo quimérico es uno
en el cual las diferentes porciones de un anticuerpo son derivadas a
partir de diferentes especies animales. Por ejemplo, un anticuerpo
que tiene una region variable derivada a partir de anticuerpo
monoclional de murino apareado con una regién constante de
inmunoglobulina humana. Los métodos para producir anticuerpos
quiméricos son conocidos en la técnica. Véanse por ejemplo,
Morrison, 1985, Science 229: 1202; Oi et al., 1988, BioTechniques 4:
214; Gillies et al., 1989, J. immunol. Methods 125: 191-202; Patentes
de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,807,715; 4,8106,5687; vy
4,816,397, las cuales estdn incorporadas en su totalidad a |a
presente mediante referencia.

Las formas humanizadas de los anticuerpos quiméricos se
hacen por medio de sustitucién, por ejemplo, de las regiones de
determinacién complementaria de, por ejemplo, un anticue_rpo de
ratdbn, en un dominio de estructura humana, véase por ejemplo,
Publicacién PCT No. W092/22853. Los anticuerpos quiméricos
humanizados tienen de preferencia ragiones constantes y regiones
variables diferentes de las regiones de determinacion
complementaria (CDRs) derivadas sustancial o exclusivamente a
partir de las regiones de anticuerpo humano correspondientes y las
CDRs derivadas sustancial o exclusivamente a partir de un mamifero
diferente del humano.

Los anticuerpos artificiales incluyen fragmentos scFv,
diacuerpos, tricuerpos, tetracuerpos y mru (ver revisiones de
Winter,G. y Miistein,C., 1991, Nature 340: 293-289; Hudson, P. J.,
1999, Current Opinion in Immunology 11: 548-557), cada uno de los

cuales tiene habllidad de enlace de antigeno. En el fragmento Fv de
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cadena individual (scFv), los dominios VH y VL de un anticuerpo
estdn enlazados por medio de un péptido flexible. Cominmente, este
péptido enlazador tiene una longitud de aproximadamente 15
residuos de amino écido. Si el enlazador es mucho menor, por
ejemplo de 5 amino écidos, se forman diabodies, los cuales son
dimeros scFv bivalentes. Si el enlazador es reducido a menos de tres
residuos de amino é&cido, se forman estructuras triméricas vy
tetraméricas que son llamadas triabodies y tetrabodies. La menor
unidad de enlace de un anticuerpo es una CDR, en forma comdun la
CDR2 de la cadena pesada que tiene suficiente reconocimiento
especifico que se puede utilizar por separado. Dicho fragmento
recibe el nombre de unidad de reconocimiento molecular o mru.
Varias mrus pueden enlazarse juntas con peéptidos enlazadores
cortos, formando por lo tante una proteina de enlace artificial con
mayor avidez que una mru individual.

Los equivalentes funcionales de ia presente solicitud también
incluyen anticuerpos modificados, por ejemplo, anticuerpos
modificados por la unién covalente de cualquier tipo de molécula al
anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos modificados incluyen
anticuerpos que han sido modificados, por ejemplo, a través de
glicosilacidn, acetilacién, pegilacién, fosforilaciébn, amidacién,
derivaciéon por medio de los grupos de proteccién/bloqueo, divisiéon
proteolitica, enlace a un ligando celular u otra porcién, etc. La unién
covalente no evita que el anticuerpo genere una respuesta anti-
idiotipica. Esas modificaciones se pueden llevar a cabo a través de
técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a, divisiéon quimica
especifica, acetilacion, formilacién, sintesis metabdlica de

tunicamicina, etc. En forma adicional, ios anticuerpos modificados

@Y
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pueden contener uno o mas amino acidos no clésicos.

Los equivalentes funcionales pueden ser producidos por medio
de intercambio de diferentes CDRs en diferentes cadenas dentro de
diferentes estructuras. Por lo tanto, por ejempio, diferentes clases
de anticuerpo son posibles para un conjunto determinado de CDRs a
través de la sustitucion de diferentes cadenas pesadas, por lo que,
por ejemplo, se pueden producir los tipos de anticuerpos e isétopos
IgGl-4, igM, IgAl-2, IgD, IgE. De manera similar, los anticuerpos
artificiales dentro del alcance de la invencién pueden ser producidos
al incrustar un conjunto dado de CDRs dentro de una estructura
totalmente sintética.

Los equivalentes funcionales pueden ser facilmente producidos
por medio de mutacién, eliminacién, y/o insercién dentro de las
sacuencias de regién variable y/o constante que flanquean a un
conjunto particular de CDRs, usando una amplia variedad de métodos
conocidos en la técnica.

Los fragmentos de anticuerpo y equivalentes funcionales de la
presente invencién abarcan aquelias moiécuias con un grado
detectable de enlace para CA8, cuando se comparan con el
anticuerpo DS8. Un grado detectable de enlace incluye todos los
valores en el rango de por lo menos 10-100%, de preferencia de por
lo menos 50%, 80% o 70%, de manara més preferible por lo menos
75%, 80%, 85%, 90%., 95% o 99% la habilidad de enlace del

anticuerpo DSB8 de murino a CAB.

Anticuerpos Mejorados

Las CDRs son de principal importancia para el reconocimiento
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de epitope y el enlace de anticuerpo. Sin embargo, los cambios
pueden hacerse a los residuos que comprenden las CDRs sin
interferir con la habilidad del anticuerpo para reconocer y enlazarse
a su epitope cognado. Por ejemplo, se pueden efectuar los cambios
que no afectan el reconocimiento del epitope, incrementan aun |la
afinidad de enlace del anticuerpo para el epitope.

Por lo tanto, también estan incluidas dentro del alcance de la
presente invencién versiones mejoradas de los anticuerpos tanto de
murino como humanizados, los cuales también reconocen y se
enlazan de manera especifica a CA6, de preferencia con a afinidad
incrementada.

Varios estudios han inspeccionado los efectos de introducir uno
o mas cambios de amino acidos en varias posiciones en la secuencia
de un anticuerpo, en base al conocimiento de la secuencia de
anticuerpo primario, a sus propiedades tales como enlace y nivel de
expresion (Yang, W. P. et al., 1995, J. Mol. Biol., 254,392-403;
Rader, C. ot al. , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95,8910-8915;
Vaughan, T. J. et al., 1998, Nature Biotechnology, 18, 535-539).

En esos estudios, los equivalentes del anticuerpo primario han
sido generados cambiando las secuencias de los genes de cadena
pesada y ligera en la CDR1, CDR2, CDR3, o regiones de estructura,
usando métodos tales como mutagenesis dirigida al sitio mediada por
oligonucleétido, mutagenesis de cartucho, PCR propensa a error,
lanzamiento de ADN, o cepas de mutante de E. coli (Vaughan, T. J.
et al., 1998, Nature Biotechnology, 16,535- 539; Adey, N. B. et al_,
1986, Chapter 18, pp. 277-291, in "Phage Display of Peptides and
Proteins", Eds. Kay, B. K. et al., Academic Press). Esos métodos de

cambio de la secuencia del anticuerpo primario han resultado en
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afinidades mejoradas de los anticuerpos secundarios (Gram, H. et
al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89,3576- 3580; Boder, E. T. et
al., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97,10701-10705; Davies, J. y
Riechmann, L., 1896, Immunotechnolgy, 2,1689-179; Thompson, J. et
al., 1998, J. Mol. Biol., 256,77-88; Short, M. K. et al., 2002, J.
Biol.Chem., 277,16385-18370; Furukawa, K. et al., 2001, J. Biol.
Chem., 278,27622-276828).

A través de una estrategia dirigida de manera similar de cambio
de uno méas residuos de amino fcido del anticuerpo, las sacuencias
de anticuerpo descritas en esta invencion se pueden utilizar para
desarrollar anticuerpos anti-CA8 con funciones mejoradas,
incluyendo afinidad mejorada para CAB.

Los anticuerpos mejorados incluyen también aquellos
anticuerpos que tienen caracteristicas mejoradas que son preparados
a través de técnicas estandar de inmunizacién animal, formacién de
hibridoma, y seleccién de anticuerpos con caracteristicas

especificas.

Agentes citotdxicos

El agente citotéxico usado en el conjugado citotdxico de Ila
presente invencién puede ser cualquler compuesto que de como
resultado la muerte de una célula, o induzca la muerte celular, o
disminuya de alguna manera |a viabilidad celular. Los agentes
citotéxicos preferidos incluyen, por ejemplo, maitansinocides y
andlogos de maitansinoide, taxoides, CC-1085 y analogos CC-10865,
dolastatina y andlogos de dolastatina, definidos a continuacién. Esos

agentes citotéxicos son conjugados para |os anticuerpos, fragmentos

(‘%_'8
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de anticuerpo, equivalentes funcionales, anticuerpos mejorados y sus
analogos estan descritos en la presente.

Los conjugados citotéxicos pueden ser preparados a través de
métodos in vitro. A fin de enlazar un farmaco o un profdrmaco al
anticuerpo, se utiliza un grupo de eniace. Los grupos de eniace
adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen grupos
disulfuro, grupos tioéter, grupos léabiles acidos, grupos fotolébiles,
grupos lébiles peptidasa y grupos ldbiles esterasa. Los grupos de
enlace preferidos son grupos disulfuro y grupos tioéter. Por ejemplo,
los conjugados se pueden elaborar utilizando una reaccién de
intercambio de disulfuro o a través de la formacién de un enlace

tioéter entre el anticuerpo y el farmaco o profdrmaco.

Maitansinoides

Entre los agentes citotéxicos que se pueden utilizar en la
presente invencién para formar un conjugado citotéxico, estédn los
maitansinoides y apadlogos de maitansinoide. Ejemplos de
maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y andlogos de
maitansinol. Los maitansinoides son farmacos que inhiben la
formacién de microtibulo y que son altamente téxicos para las
células de mamifero.

Ejemplos de anadlogos de maitansinol adecuados incluyen
aquellocs que tienen un anillo aromatico modificado y aquellos que
tienen modificaciones en otras posiciones. Dichos maitansinoides
adecuados estan descritos en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4, 424,219; 4,256,748; 4,284,757; 4,307,016;
4,313,9468; 4,315,929; 4,331,598; 4,381,850; 4,362,683; 4,364,868;
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4,450,254; 4,322 ,348; 4,371,533; 6,333,410; 5,475,092; 5,585,4989; y
5,846,545,

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

(1) C-19-decloro (Patente de Ilos Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,256,746) (preparado mediante reduccion LAH de
ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (o C-20-demaetil)+/-C-19-decloro (Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,361,850 y 4,307,016)
(preparado por medio de bidemetilacién utilizando Streptomyces o
Actinomyces o declorinaciéon usando LAH); y

(3) C-20-demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-decloro (Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,294,757) (preparado
mediante acilacién utilizando cloruros de acilo).

Los ejomplos especificos de andlogo adecuados de maitansinol
que tiene modificaciones en otras posiciones inciuyen:

[130] (1) C-9-SH (Patente de Ilos Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,424,219) (preparado por medio de la reaccién de
maitansinol con H2S o PZSS);

(2) C-14-alcoximetil (demetoxi/CH20R) (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,331,588);

(3) C-14-hidroximetil o aciloximetil (CH20H o CH20Ac¢) {Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparado a
partir de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,364,868) (preparado por medio de la conversién
de maitansinol mediante Streptomyces);

(5) C-15-metoxi (Patentes de Ilos Estados Unidos de
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Norteamérica Nos. 4,313,946 y 4,315,929) (aislado a partir de Trewia
nudifiora),

(8) C-18-N-demetil (Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4,362,883 y 4,322 ,348) (preparado mediante |a
demetilacion de maitansinol mediante Streptomyces); y

(7) 4,5-deoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica
No. 4, 371,533) (preparado por la reduccién de tricloruro de
titanio/LAH de maitansinol).

En una modalidad preferida, 108 conjugados citotéxicos de |a
presente invencién utilizan el maitansinoide que contiene tiol (DM1),
anteriormente llamado N?-deacetil-N*-(3-mercapto-l-oxopropil)-
maitansina, como el agente citotéxico. DM1 esta representado por la

formula estructural siguiente (I):

®

En otra modalidad preferida, los conjugados citotéxicos de la
presente invencién utilizan el maitansinoide que contiene tiol N?-

deacetil-N-¥'(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina como el

agente citotéxico. DM4 estad representado por la siguiente formula

estructural (I1):

ar
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En modalidades adicionales de la invencidén, se pueden utilizar
otras maitansinas, incluyendo maitansinoides que contienen tiol y
disulfuro que tienen una sustituciéon mono o di-alquilo en el 4&tomo de
carbono que ostenta el atomo de azufre. Estas incluyen un
maitansinoide que tiene, en C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi, o C-
20 desmetil, una cadena lateral de amino acido acilatada con un
grupo acilo que tiene un grupo sulfhidrilo oculto, en donde el &tomo
de carbono del grupo acilo que tiene la funcionalidad tiol tienen uno
o més sustituyentes, dichos sustituyentes que son CH3, C2HS,
aiquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10
étomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3
hasta 10 4atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
aromatico heterociclico o radical heterocicloalquilo, y en donde
ademéas uno de los sustituyentes pueds ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos ires a&tomos
de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el 4&tomo de azufre.

Dichas maitansinas adicionales incluyen compuestos

representados por la formula (li1):
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en donde:

Y' representa

(CR7CRg)1{CRps=CR40),C=C4A/(CRsCRg)mD.(CR11=CR142),(C=C),B:
(CR3CR4).CR4R; SZ,

en donde:

Ry y Rz son cada uno de manera independiente CH3, C2H5,
alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aromético
heterociclico o heterocicloalquilo, y ademéas R2 puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tienen 3-10 4tomos
de carbono, arilo simple o sustituido o radical aromadatico
heterociclico o heterocicloalquilo;

R3, R4, R5, R68, R7, R8, R9, R11, y R12 son cada uno de
manera independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

I, m,n,0,p,q,r, s, ytson cada uno de manera independiente
0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dos
del, m n,0,p,q, r, 8ytno son ceron ningiin momento; y

Z es H, SR o -COR, en donde R is alquilo o alquenilo lineal que
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tiene 1 hasta 10 A&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, o simple o arilo
sustituido o radical aromético heterociclico o heterocicioalquilo.

Modalidades preferidas de |la formula (Ill) incluyen compuestos
de la férmuia (i11) en donde:

R1 es H, R2 os metilo y Z es H.

R1 y R2 son metiloy Z es H.

R1 es H, R2 es metilo, y Z es -SCH3.

R1 y R2 son metilo, y Z 65-SCH3

Dichas maitansinas adicionales incluyen también compuestos

representados por la formula (IV-L), (IV-D), o (IV-D, L):

o

HyG, M o HiCq T HsC, H
Vs y70 TJ’\Y Ma /OW%T)I\Y Ma T)l\Y
o o

(IV-L) v-D)

(IV-D,L) en donde:

Y representa (CR;yCR3)1(CRsCRg)mn(CR3iCR4),CR1R2SZ, en
donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 a4tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 Atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical aroméatico heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R68, R7 y R8 son cada uno de manera

independiente H, CH3, C2H5, alquilo o alqueniio lineal que tiene 1
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hasta 10 d4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o clclico
que tiene 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o
radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

|, my n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta §, y ademéas n puede ser Q;

Z o3 H, SR o -COR en donde R es alquilo o alquenilo lineal o
ramificado que tiene 1 hasta 10 &atomos de carbono, aiquilo o
alquenilo ciclico que tiene 3 hasta 10 4tomos de carbono, o simple o
arilo sustituido o radical aromatico hetarociclico o heterocicloalquilo;
y

May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en
C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi o C-20 desmetil.

Modalidades preferidas de las féormulas (IV-L), (IV-D) y (IV-D,
L) incluyen compuestos de las férmulas (IV-L), (IV-D) y (IV-D, L) en
donde:

R1 es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, y RB soncada uno H, [y m
son cadauno 1, nes 0, y Z es H.

R1 y R2 son metilo, R5, R8, R7, R8 son cada uno H, | y m son
1.nes 0, yZes H.

R1 es H, R2 es metilo, R5, R8, R7, y R8 soncadauno H, lym
son cada uno 1, nes 0, y Z es -SCH3.

R1 y R2 son metilo, R5, R8, R7, R8 son cada uno H, | y m son
1. nes 0,y Z es -SCH3.

De manera preferible el agente citotéxico estd representado por
la férmula (IV-L).

Dichas maitansinas adicionales incluyen también Ilos

compuestos representados por la féormula (V):

1y,
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en donde:

Y representa (CR;CRg)i(CRsCRg)n(CR3CR4)aCR1R28Z, en
donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 dtomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aroméatico heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, RS5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 d4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tiene 3 hasta 10 aAtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o
radical aromaético heterociclico o radical heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser 0; y

Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal
que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos de carbono, o

simple o arilo sustituido o radical aroméatico heterociclico o

o
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heterocicloalquilo.

Las modalidades preferidas de la féormula (V) incluyen
compuestos de la férmula (V) en donde:

R1 es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, y R8 soncada uno H; ly m
soncadauno 1; nes 0; y Z es H.

R1 y R2 son metilo; R5, R8, R7, R8 son cada uno H, | y m son
1, nes 0; yZ es H.

R1 es H, R2 es matilo, R5, R6, R7, y R8 son cadauno H, ly m
son cada uno 1, nes 0, y Z es -SCH3.

R1 y R2 son metilo, R5, R68, R7, R8 son cada uno H, | y m son
1, nes 0,y Z es -SCH3.

Dichas maitansinas adicionales incluyen ademas compuestos

representados por la féormula (VI-L), (VI-D), o (VI-D, L):

“y 2 K, 1,
0 (7
May / \“/(T Y, May \"X Y, May \F{

(o]

(VI-L) (Vi-D) (Vi-D, L)

en donde:

Y2 representa (CR7yCR3)1(CRsCRe)m{(CR3CR4)sCR1R3SZ

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenile lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aromatico heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademés R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera

106 N
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independiente H, CH3, C2H5, alquilo o alquenilo ciclico lineal que
tiene 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aroméatico heterociclico o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademéas n puede ser O,

22 es SR o COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos de carbono, o simple o arilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo; y

May es un maitansinoide.

Dichas maitansinas adicionales incluyen también compuestos

representados por la férmula (Vil):

(vip

Y2' represanta
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(CR;CRg)1{CRe=CR10)p(C=C)sA(CR5CRg)mDs(CR11=CR12)(C=C),
B:(CRsCR4),CR4R282,,

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS,
alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene 1 hasta 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aroméatico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

A, B, y D es cada uno de manera independiente cicloalquilo o
cicloalquenilo que tiene 3 hasta 10 d4tomos de carbono, simple o arilo
sustituido, o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo;

R3, R4, R5, R8, R7, R8, R9, R11, y R12 son cada uno de
manera independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que
tione 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 &4tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromdtico heterociclico o heterocicioalquilo;

l, m,n, ,0,p,q,r 8 ytson cada uno de manera independiente
0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que por io menos dos
del, m, n,0,p, q,r 8ytno son ceroen ningun momento; y

Z2 is SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenijlo ramificado o
ciclico que tiene 3-10 atomos de carbono, o simple o arilo sustituido
o radical aromaético heterociclico o heterocicloalquilo.

Modalidades preferidas de la férmula (VIl) incluyen compuestos
de la formula (VII) en donde: R1 es H y R2 es metilo.

Los maitansinoides antes mencionados pueden ser conjugados
para al anticuerpo DS6 anti-CA8, o un homélogo o fragmento del

mismo, en donde el anticuerpo estd enlazado al maitansinoide
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usando la funcionalidad tiol o disulfuro que esta presente an el grupo
acilo de una cadena lateral de amino éacido acilatada encontrada en
C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi o C-20 desmetil dei
maitansinoide, y en donde el grupo acilo de la cadena lateral de
amino 4cido acilatada tiene su funcionalidad tiol o disulfuro ubicada
en un atomo de carbono que tiene uno o dos sustituyentes, dichos
sustituyentes que son CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que tiene
1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 &atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo, y
ademas uno de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres dtomos
de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el a&tomo de azufre.

Un conjugado preferido de la presente invencidn es uno que
comprende el anticuerpo DS6 anti-CAB, o un homélogo o fragmento

del mismo, conjugado para un maitansinoide de fa férmula (VIil):

¢\ |
i — o
\/’
\
1
N N(g
OH
Mel (vun
en donde:

Y1' representa

(CR7CRg)1(CRe=CR10)p(C=C)4A,(CRsCR¢)mDu(CR11=CR3)(C=C),



Q,

15

25

57

B:(CRaCR4).CR1R32S-,

en donde:

A, B, y D, es cada uno de manera independiente cicloalquilo o
cicloalquenilo que tiene 3-10 #&tomos de carbono, simple o arilo
sustituido, o radical aromético heterocliclico o heterocicloalquilo;

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R8, R11, y R12 son cada uno de
manera independiente H, CH3, C2H5, alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo; y

Il,m,n o,p,q,r, s ytson cada uno de manera independiente
0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicidn de que por lo menos dos
del, m,n,o0,p,q,r,sytnosonceroen ningiin momento.

De manera preferible, R1 es H y R2 as metilo o Rt y R2 son
metilo.

Un conjugado ain més preferido de ia presente invencidn es
uno que comprende el anticuerpo DS8 anti-CA6, o un homélogo o
fragmento del mismo, conjugado para un maitansinoide de la férmula

(1X-L), (1X-D), o (IX-D,L):

HG, j\ HeG §”Ni HC .HNj’\
A A
0 o) o
XL X-D X-D,L

en donde:
Y1 represonta (CR;CR.)q(CR;CR.)...(CR;CR.)..C&R;S-.

an donde:

¥
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R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 4tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, radical aroméatico heterociclico o
heteracictoalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H, CH3,C2H5, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 Atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cfclico
que tiene 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

I, myn son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser 0; y

May representa un maitansinol que tiene |la cadena lateral en
C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi o C-20 desmetil.

Modalidades preferidas de las férmulas (IX-L), (IX-D) y (IX-D,
L) incluyen compuestos de las férmulas (iX-L), (IX-D) y (IX-D, L) en
donde:

R1 es H y R2 es metilo o R1 y R2 son maetilo,

R1 es H, R2 as metilo, R5, R68, R7 vy R8 son cada uno H; l ym
son cada uno 1; n es 0,

R1 y R2 son metilo; R5, R8, R7 y R8 son cada uno H; | y m son
1 n es 0.

De preferencia el agente citotéxico estd representado por la
féormula {IX-L).

Un conjugado preferido adicional de la presente invenciéon es
uno que comprende el anticuerpo DS8 anti-CA6, o un homédlogo o

fragmento del mismo, conjugado para un maitansinoide de la férmula

(X):
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En donde los sustituyentes son como se defini6 antes para ia
férmula (1X) anterior.

Son especialmente prefaridos cualquiera de los compuestos
antes descritos, en donde R1 es H, R2 es metilo, R5, R6, R7 y R8
son cada uno H, | y m son cada uno 1, yn es 0.

Son especialmente preferidos de manera adicional cualquiera
de los compuestos antes descritos, n donde R1 y R2 son metilo, R5,
R8, R7, R8 soncadauno H, ilymson 1, y n es 0.

Se prefiere ademads el esterisémero de L-aminoacilo.

Cada uno de los maitansinoides ensefiados en la solicitud de
patente de los Estados Unidos de Norteamérica pendiente nimero
10/849,136, presentada el 20 de mayo de 2004, también pusden ser
utilizados en el conjugado citotéxico de la presente invencién. La
descripcion completa de la solicitud de patente de los Estados
Unidos de Norteamérica nimero 10/849,136 esta incorporada a la

presente mediante referencia.

Grupos de enlace que contienen disulfuro
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A fin de enlazar el maitansinoide a un agente de enlace celular,
tal como el anticuerpo DS6, el maitansinoide comprende una porcién
de enlace. La porcién de enlace contiene un enlace quimico que
permite la liberacién de maitansinoides totalmente activos en un sitio
particular. Los enlaces quimicos adecuados son bien conocidos en la
técnica e incluyen enlace disulfuro, enlaces labiles de acido, enlaces
fotolabiles, enlaces labiles de peptidasa y enlaces labiles de
esterasa. Se prefieren los enlaces de disulfuro.

La porcién de enlace comprende también un grupo quimico
reactivo. En una modalidad preferida, e grupo quimico reactivo
puede ser enlazado de manera covalente al maitansinoide por medio
de una porcién de enlace del enlace de disulfuro.

Los grupos qQuimicos reactivos particularmente preferidos son
oésteres de N-succinimidilo y ést‘ores de N-suifosuccinimidilo.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden
una porcion de eniace que contiene un grupo quimico reactivo son
ésteres C-3 de maitansinol y sus andlogos en donde la porcién de
enlace contiene un enlace disulfuro y el grupo quimico reactivo
comprende un éster de N succinimidilo o de N-sulfosuccinimidilo.

Muchas posiciones en [os maitansinoides pueden servir como la
posicion para enlazar quimicamente la porcidn de eniace. Por
ejemplo, se espera que la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo,
la posicién C-14 modificada con hidroximetilo, la posicidén C-15
modificada con hidroxi y la posicién C-20 que tiene un grupo hidroxi
sean utileas. Sin embargo, se prefiere la posicién C-3 y la posicién C-
3 del maitansinol es especialmente preferida.

En tanto que la sintesis de los ésteres de maitansinol que

tienen una porcidon de enlace se describe en términos de porciones
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de enlace que contienen enlace de disulfuro, alguien con experiencia
en la técnica comprendera que las porciones de enlace con otros
enlaces quimicos (como se describi6 antes) también se pueden
utilizar con la presente invencién, como los pueden hacer otros
maitansinoides. Los ejemplos especificos de otros enlaces quimicos
incluyen enlaces Idbiles de acido, enlaces fotolabiles, enlaces ldbiles
de peptidasa y enlaces labiles de esterasa. La descripcion de la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,208,020,
incorporada a la presente, ensefia la produccion de maitansinoides
que tiene dichos enlaces.

La sintesis de maitansinoides y derivados de maitansinoide que
tienen una porciéon disulfuro que ostenta un grupo reactivo se
describe en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Nos. 6, 441,183 y 8,333,410, y la Solicitud de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 10/181, 651, cada una de Ilas cuales eosté
incorporada a la presente mediante refaerencia.

Los maitansinoides que contienen el grupo reactivo, tales como
Demi, se hacen reaccionar con un anticuerpo, tal como el anticuerpo
DS6, para producir conjugados citotéxicos. Esos conjugados pueden
seor purificados por medio de HPLC o por filtracién de gel.

Varios esquemas excelentes para l|la produccion de dichos
conjugados anticuerpo-maitansinoide se proporcionan en la Patente
de los Estados Unidos de Norteamérica 6,333,410, y las Solicitudes
de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 09/887,598, 10/1681,851
y 10/024,280, cada una de las cuales estd incorporada a la presente
en su totalidad.

£En general, una solucién de un anticuerpo en regulador de pH

acuoso puede ser incubada con un exceso molar de maitansinoides

14



10

15

20

25

406

82

que tiene una porcién disulfuro que ostenta un grupo reactivo. La
mezcla de reaccién puede ser extinguida por medio de la adicion e
amina en exceso (tal como etanolamina, taurina, etc.}. el conjugado
maitansinoide-anticuerpo puede entonces ser purificado por medio de
filtracion de gel.

El nimero de moléculas de maitansinoide enlazadas por
molécula de anticuerpo se pude determinar a través de la medicién
espectrofotométrica de |la relacién de la absorbancia a 252 nm y 280
nm. Se prefiere un promedio de 1-10 moléculas de
maitansinoide/moléculas de anticuerpo.

Los conjugados de anticuerpos con farmacos de maitansinoide
pueden ser evaluados para su habilidad para suprimir la proliferaciéon
de varias lineas celulares indeseables in vitro. Por ejemplo, la linea
celular tal como la linea de carcinoma epidenoide humano A-431, |a
linea celular de cancer de pulmén de céluia pequeiia humana SW2, la
linea de tumor de seno humano SKBR3 y la linea de [infoma de
Burequipot Namalwa pueden ser utilizadas con facilidad para la
determinacién de la citotoxicidad de estos compuestos. Las células
que van a ser evaluadas pueden estar expuestas & los compuestos
durante 24 horas y las fracciones supervivientes de las células
medidas en ensayos directos a través de métodos conocidos. Los
valores ICsc pueden ser caiculados después a partir de los

resultados de 10s ensayos.

Grupos de enlace que contienen PEG

Los maitansinoides también pueden ser enlazados a agentes de

eniace celular utilizando grupos de enlace PEG, como se establece
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en la Solicitud de los Estados Unidos de Norteamérica No.
10/024,290. Esos grupos de enlace PEG son solubles tanto en agua
como en solventes no acuosos, y pueden ser utilizados para unir uno
o més agentes citotéxicos a un agente de enlace celular. Los grupos
de eniace PEG ilustrativos inciluyen eniazadores PEG hetero-
bifuncionales que se enlazan a agentes citotéxicos y agentes de
enlace celular en extremos opuestos de ios enlazadores a través de
un grupo sulfihidrilo o disulfuro funcional en un extremo, y un éster
activo en el otro extremo.

Como un ejemplo general de la sintesis de un conjugado
citotéxico utilizando un grupo de enlace PEG, se hace referancia de
nuevo a la Solicitud de los estados Unidos de Norteamérica No.
10/024,290 para detalles especificos. La sintesis inicia con la
reaccion de uno o més agentes citotdxicos que ostentan una porcién
PEG reactiva con un agente de enlace celular, resuitando en el
desplazamiento del éster activo terminal de cada porcion PEG
reactiva por medio del residuo de amino écido del agente de enlace
celular, para producir un conjugado citotéxico que comprende uno o
mas agentes citotéxicos enlazados de manera covalente a un agente

de enlace celular a travas de un grupo de enlace PEG.

Taxanos

El agente citotéxico usado en los conjugados citotéxicos de
acuerdo con la presente invencién también pueden ser un taxano o
derivado del mismo.

Los taxanos son una familia de compuestos que incluye

paclitaxel (Taxol), un producto natural citotéxica, y docetaxel
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(Taxotere), un derivado a semi-sintético, dos compuestos que son
ampliamente utilizados en el tratamiento del cdncer. Los taxanos son
venenos de eje mitético que inhiben la despolimerizacién de tubulina,
dando como resuitado |la muerte celular. En tanto que docetaxel y
paclitaxel son agentes utiles en el tratamiento del céncer, su
actividad antitumoral es limitada debido a su toxicidad no especifica
hacia 1as células normales. Ademés, los compuestos como paclitaxel
y docetaxel en si mismos no son suficientemente potentes para ser
utilizados en conjugados de agentes de enlace celular.

Un taxano preferido para el uso en la preparacién de

conjugados citotéxicos es el taxano de la férmula (XI):

Los métodos para la sintesis de taxanos que se pueden utilizar
en los conjugados citotéxicos de la presente invencidén, junto con los
meétodos para conjugar los taxanos para los agentes de enlace
celular tales como anticuerpos, se describen en detalle en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,416,004,
5,475,092, 6,340,701, 6,372,738 y 6,436,931, y en las Solicitudes de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 10/024,290, 10/144,042,
10/207,814, 10/210,112 y 10/369,583.
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Andlogos CC-10835

El agente citotdxico utilizado en los conjugados citotéxicos de
acuerdo con la presente invencién también pueden ser CC-1085 o un
derivado el mismo.

CC-1065 es un potente antibidtico anti-tumoral aislado a partir
del caldo de cultivo de Streptomyces zelensis. CC-1085 es
aproximadamente 1000-veces mas potente in vitro que los farmacos
anti-cadncer comanmente utilizados, tales como doxorubicina,
metotrexato y vincristina (B. K. Bhuyan et al. Cancer Res., 42, 3532-
3537 (1982)). CC-1085 y sus andlogos estan descritos en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 6,372,738,
6,340,701, 5,848,545 y 5,585,4989.

La potencia citotéoxica de CC-1065 ha sido correlacionada con
su actividad de alquilacién y su actividad de enlace-ADN o de
intercalacién-ADN. Esas dos actividades residen en partes separadas
de la molécula. Por lo tanto, la actividad de alquilacién esta
contenida en la subunidad de ciciopropapirrolindol (CPl) y la
actividad de enlace-ADN reside an las dos subunidades de
pirroloindol.

Aunque CC-1085 tiene ciertas caracteristicas atractivas como
un agente citotdéxico, tiene limitacionas en e! uso terapéutico. La
administracién de CC-1085 a ratones ocasiond una hepatotoxicidad
retardada que condujo a la mortalidad en el dia 50 después de una
dosis intravenosa individual de 12.5 pg/kg {V. L. Reynolds et al., J.
Antibiotics, XXIX, 319-334 (1986)}. Esto ha estimulado los esfuerzos
para desarrollar andlogos que no ocasionan toxicidad retrasada, y se

ha descrito la sintesis de andlogos mas simples modelados en CC-
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En otra serie de andlogos, la porcién CP| fue reemplazada por
una porcién ciclopropabenzindol (CBI) {D. L. Boger et al., J. Org.
Chem., 55, 5823-5833, (1990), D. L. Boger et al., BioOrg. Med.
Chem. Lett., 1, 115-120 (1991)}. Esos compuestos mantienen la aita
potencia in vitro del farmaco relacionado, sin ocasionar toxicidad
retrasada en ratones. Al igual CC-1065, esos compuestos son
agentes de alquilacién que se enlazan al canal menor del ADN de
una manera covalente para ocasionar la muerte celular. Sin embargo,
la evaluacién clinica de los andlogos mas promisorios, Adozelesin y
Carzelesin, ha conducido a resultados decepcionantes {B. F. Foster
et al., Investigational New Drugs, 13,321-328 (1998); 1. Wolf et al.,
Clin. Céncer Res., 2,1717-1723 (1988)}). Esos farmacos exhiben
escasos efectos terapéuticos debido a su alta toxicidad sistémica.

La eficacia terapétutica de los anélogos CC-1085 puede ser
enormemente mejorada al cambiar la distribucién in vivo a través del
suministro dirigido hacia el sitio del tumor, dando como resultado
una baja toxicidad para los tejidos no objetivo, y por lo tanto, menor
toxicidad sistémica. Para lograr este objetivo, se han descrito los
conjugados de analogos y derivados de CC-1085 con agentes de
entace celular que se dirigen de manera especifica a las células
tumorales {Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica;
5,475,092; 5,585,499, 5,846,545}, Esos conjugados exhibe
cominmente alta citotoxicidad especifica de objetivo in vitro, y
excepcional actividad anti-tumoral en modelos de xenoinjerto de
tumor humano en ratones {R. V. J. Chari et al., Céncer Res., 55,
4079-4084 (1995)).

Los métodos para sintetizar andlogos CC-1085 que pueden ser
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utilizados en los conjugados citotéxicos de la presente invencién,
junto con los métodos ara la conjugacién de los andlogos para los
agentes de enlace celular tales como anticuerpos, se describen en
detalle en |las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,475,092, 5,846,545, 5,585,499, 6,534,660 y 6,586,618 y en las
Solicitudes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 10/118,053
y 10/265,452.

Otros Firmacos

Farmacos tales como metotrexato, daunorubicina, doxorubicina,
vincristina, vinblastina, meifalan, mitomicina C, clorambucit,
caliqueamicina, tubulisina y anélogos de tubulisina, duocarmicina y
andlogos de duocarmicina, dolastatina y analogos de dolastatina
también son adecuados para la preparacién de conjugados de la
presente invencién. Las moléculas de fdrmaco también pueden ser
enlazadas a las moléculas de anticuerpo a través de una molécula
portadora intermediaria tal como albiamina del suero. Los compuestos
de Doxarubicina y Danorubicina, como se describen, por ejemplo, en
el documento de los Estados Unidos de Norteamérica No. de Serie

09/740991, también pueden ser ltiles como agentes citotéxicos.

Composicién terapéutica

La presente invencién proporciona también una composicion
terapéutica que comprende:

(a) una cantidad efectiva de uno o més conjugados citotéxicos,

M



10

15

20

25

(b) un portador farmacéuticamente aceptable.

De manera similar, |la presente invencién proporciona un
método para inhibir el crecimiento de poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo, o
tejido que contiene células objetivo, con una cantidad efectiva de un
conjugado citotéxico, o agente terapéutico que comprende un
conjugado citotéxico, ya sea solo o en combinacion con otros
agentes citotoxicos o terapéuticos.

La presente invencion comprende también un método para
tratar a un sujeto que tiene cancer utilizando la composicién
terapéutica de la presente invencion.

Los conjugados citotéxicos pueden ser evaluados para potencia
in vitro y especificidad a través de métodos previamente descritos
(véase, por ejemplo, R. V. J. Chari et al, Cdncer Res. 55: 4079-4084
(1995)). La actividad anti-tumoral pude ser evaluada en modelos de
xenoinjerto de tumor humano en ratones a travas de métodos
descritos también de manera previa (véase, por ejemplo., Liu et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. 93:8618-8623 (1998)).

Lo portadores farmacéuticamente aceptables adecuados son
bien conocidos y pueden ser determinados por aquelios con
experiencia en la técnica como las garantias de situacién clinica.
Como se utiliza en la presente, los portadores incluyen diluyentes y
excipientes.

Los ejemplos de portadores, diluyentes y/o excipientes
adecuados incluyen: (1) sclucién salina regulada en su pH con
fosfato de Dulbecco, pH-7. 4, que contiene o no aproximadamente 1
mg/ml hasta 25 mg/ml de albimina de suero humano, (2) 0.9%

solucién salina (0. 8% p/v cloruro de sodio (NaCl)), y (3) 5% (p/v)

(172
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dextrosa; y puede contener también un antioxidante tal como
triptamina y un agente estabilizador tal como Tween 20.

E! método para inhibir el crecimiento de poblaciones celulares
seleccionadas se puede practicar in vitro, in vivo, 0 ex vivo. Como se
utiliza en la presente, inhibir el crecimiento significa hace més lento
el crecimiento de wuna célula, disminuir la viabilidad celular,
ocasionar la muerta de una célula, lisar una célula e inducir la
muerta celular, ya sea en un periodo corto o largo.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de medula
6sea autdloga antes de su transplante dentro del mismo paciente a
fin de eliminar las células enfermas o malignas; tratamientos médula
6sea antes de su transplante para eliminar células T competentes y
evitar la enfermedad injerto contra huésped (GVHD); tratamiento de
cultivos de célula para eliminar todas las células excepto las
variantes deseadas que no expresan al antigeno objetivo; o para
eliminar variantes que expresan el antigeno indeseable.

Las condiciones de uso in-vitro no-clinico son facilmente
determinadas por alguien con experiencia en la técnica.

Los ejemplos de uso ex vivo clinico son para ramover células
tumorales o células linféides de |la medula 6sea antes del transpiante
autolégo en tratamiento del céancer o en tratamiento de enfermedad
autoinmune, o para retirar células T y otras células linfoides desde
méduia 6sea autoléga o alogenédica o tejido antes del transplante a
fin de evitar la enfermedad injerto contra huésped (GVHD). EIl
tratamiento se puede llevar a cabo como sigue. La médula 6sea es
cosechada desde el paciente u otro individuo y después incubada en
medio que contiene suero al cual se agrega el agente citotéxico de la

invencién. Las concentraciones varian desde aproximadamente 10
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pM hasta 1 pM, durante aproximadamente 30 minuto hasta
aproximadamente 48 horas a aproximadamente 37°C. Las
condiciones exactas de concentracién y tiempo de incubacién, s
decir, la dosis, son determinadas facilmente por alguien con
experiencia en la técnica. Después de [a incubacidn las céluias de
meduia ésea son lavadas con medio que contiene suero y son
devueltas al paciente mediante infusién intravenosa de acuerdo con
métodos conocidos. En circunstancias en donde el paciente recibe
otro tratamiento tal como un curso de quimioterapia ablativa o
irradiacion corporal completa entre el tiempo de cultivo de la médula
y la reinfusién de las células tratadas, las células de méduia tratadas
se almacenan congeladas en nitrégeno liquido utilizando equipo
médico estandar.

Para uso in vivo clinico, el conjugado citotéxico de la invencioén
serd suministrado como soluciones que son probadas para esterilidad
y niveles de endotoxina. Los ejemplos de protocolos adecuados de
administracién de conjugado citotéxico son como sigue. Los
conjugados son dados semanaimente durante 4 semanas como un
bolo intravenoso cada semana. Las dosis de bolo son dadas en 50
hasta 100 ml de solucién salina normal a la cual pueden agregarse
de 5 hasta 10 ml de albimina de suero humano. Las dosis seran de
hasta 10 pg hasta 100 mg por administracidn, i. v. (rango de 100 ng
hasta 1 mg/kg por dia). De manera méas preferible, las dosis variarén
desde 50 pg hasta 30 mg. De manera mds preferibie, Ias dosis
variaran desde 1 mg hasta 20 mg. Después de cuatro semanas de
tratamiento, el paciente puede continuar recibiendo el tratamiento en
una base semanal. Los protocoios clinicos especificos con respecto

a ia ruta de administracion, excipientes, diluyentes, dosis, horarios,

Wi
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etc., pueden ser determinados por alguien con experiencia en la
técnica como las garantias de situacién clinica.

Ejemplos de condiciones médicas que pueden ser tratadas de
acuerdo con los métodos in vivo o ex vivo de eliminacién de
poblaciones celulares seleccionadas inciluyen ia malignidad de
cuaiquier tipo incluyendo, por ejemplo, cancer del pulmén, seno,
colon, prostata, riién, pancreas, ovario, cervix y érganos linfaticos,
osteosarcoma, carcinoma sinovial, un sarcoma o un carcinoma en |a
cual CAB es expresado y otros cdnceres ailin por determinar en |os
cuales el glicétopo CA6 es expresado de manera predominante;
enfermedades autoinmunes, tales como lupus sistémico, artritis
reumatoide, y esclerosis miltiple; rechazos de injerto, tal como
rechazo de trasplante renal, rechazo de transplante hepitico,
rechazo de transplante de pulmén, rechazo de transplante cardiaco,
y rechazo de transplante de médula 6sea; enfermedad de injerto
contra huédsped; infecciones virales, tales como infeccién de mV,
infecciéon de VIH, SIDA, etc.; e infecciones parasitarias, tales como
giardiasis, amibiasis, esquistosomiasis, y otras como ,lo determine

alguien con experiencia en la técnica.

Equipo

La presente invencién incluye también esquipos, por ejemplo,
que comprenden un conjugado citotéxico e instrucciones descritos
para uso del conjugado citotdxico para eliminacién de tipos de célula
particulares. Las instrucciones pueden incluir direcciones para uso
de los conjugados citotoxicos in vitro, in vivo 0 ex vivo.

Cominmente, el equipo tendrd un compartimiento que contiene
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el conjugado citotdxico. El conjugado citotdoxico puede estar en una
forma liofilizada, forma liquida, u otra forma corregible para ser
incluidos en un equipo. El equipo puede contener elementos
adicionales necesarios para |la préctica del método descrito en las
instrucciones en al equipo, tal como una solucién esterilizada para
reconstituir un polvo liofilizado, agentes adicionales para
combinacidon con el conjugado citotdxico antes de |a administracién a
un paciente, y herramientas que ayudan a la administracion del

conjugado a un paciente.

Modalidades Adicionales

La presente invencién proporciona ademés anticuerpos
monocionales, anticuerpos humanizados y fragmentos de enlace de
epitope de {0s mismos que son etiquetados adicionaimente para uso
en aplicaciones de investigaciéon y diagnéstico. En modalidades
preferidas, la etiqueta es una radioetiqueta, un fluoroforo, a
cromoéforo, un agente de formacién de imagen o un ié6n metélico.

Se proporciona también un método para e! diagnéstico en el
cual los anticuerpos etiquetados o fragmentos de enlace de epitope
de los mismos son administrados a un sujeto que se sospecha que
tiene un cancer, y se mide o monitorea la distribucién de la etiqueta

dentro del cuerpo del sujeto.
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El amplio alcance de esta invenciéon se comprende mejor con
referencia a los siguientes ejemplos, los cuales no estdn destinados

a limitar |a invencién a modalidades especificas.

antigenoc ne ivas r medio de ensayos de enlace de citometria

de flujo

Los ensayos de citometria de flujo fueron utilizados para
localizar el epitope DS6, CAB, para la superficie de celular. Las
lineas celulares humanas se obtuvieron a partir de la American Type
Culture Coliection (ATCC) con excepcién de las células OVCARS
(Kearse ot al., Int. J. Cancer 88 (6): 866-872 (2000)), OVCARS y
IGROV1 (M. Seiden, Massachusetts General Hospital). Todas las
células fueron cultivadas en RPMI 1640 complementado con 4 mM L-
glutamina, 50 U/ml penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina (Cambrex
Bio Science, Rockland, ME) y 10%v/v de suero fetal bovino (Atlas
Biologicals, Fort Coliins, CO), referido en {0 sucesivo en ia presente
como el medio de cultivo. Las células fueron mantenidas en un
incubador humidificado a 37°C, 5% CO,.

Las células (1-2 x 10°® células/pozo) fueron incubadas en hielo
durante 3-4 horas, con concentraciones diluidas de manera serial del
anticuerpo DS68 preparadas en un regulador de pH FACS (2% suero
de cabra, RPMI) en placas de 96 pozos. Las células fueron
centrifugadas en una centrifuga de tablero & 1500 rpm durante 5
minutos a 4°C. Después de remover el medio, los pozos fueron
rellenados con 150 ul de regulador de pH FACS. La etapa de lavado

se repitid después. IgG cabra anti-ratén FITC-etiquetado (Jackson

wi
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hnmunoresearch) fue diluido 1:100 para regulador de ph FACS e
incubado con las células durante 1 hora sobre hielo. La placa fue
cubierta en ldmina metdlica para evitar el fotoblanqueo de la sefal.
Después de dos lavados, las células fueron fijadas con 1%
formaldehido y analizadas en un citometro de fiujo.

De manera predominante, el epitope fue encontrado en lineas
celularas de origen en ovarico, mamario, cervical, y pancreético
(Cuadro 3) como se pronosticé a partir de la inmunohistoquimica de
tumor. Sin embargo, algunas lineas celulares de otros tipos de tumor
exhibieron expresidon limitada de CA8. El anticuerpo DS8 se enlaza
con un Kp aparente de 135.6 pM (en células PC-3, Cuadro 3). La
fluorescencia media méaxima (Cuadro 3) de las curvas de enlace
(Figura 1) en las lineas celulares antigeno positivas es sugerente de

la densidad de antigeno relativa.

X8

Cuadro 3
nea Calutw Tujido Anligmno " 1l Apasani (M) Linem Talkio Anligenn [ o K Aparanin
—_ Cabdar !I_ﬂ._
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Ejemplo 2: Caracterizacién de Epitope DS8
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Las propiedades del antigeno DS8, CA8, fueron analizadas por
medio de inmunotincién de las tinciones de punto de lisados de
célula CAB-positivas (CaoV-3) que fueron digeridas con tratamientos
proteolitico (pronasa y proteinasa K) y/o glicolitico (neuramidasa y
4cido periédico). Para controles positivos, otros anticuerpos que
reconocen una variedad de tipos de epitope fueron probados e
lisados de lineas celulares antigeno positivas (Caov-3 y CM1;
Colo205 y C242; SKMEL28 y R24). CM1 es un anticuerpo que
reconoce un epitope de proteina del dominio de repeticiéon tandem de
namero variable (VNTR) de Muc-1 y por lo tanto, proporciona un
control para un epitope de proteina. C242 enlaza a un glicétopo
dependiente de &cido sidlico especifico de cancer colorectal
novedoso sobre Muc-1 (CanAg) que proporciona un control para un
plicétopo sobre una proteina, R24 se enlaza a la gangliésido GD3
que es especifico para melanoma y proporciona por lo tanto un
control para un glicétopo sobre un andamio no-proteina.

Las células Caov-3, Colo205, y SKMEL28 fueron colocadas en
placas en placas de cultivo de tejido de 15 cm. El medio de cultivo
(30 mL/placa) fue renovado el dia anterior a la lisis. Un regulador de
pH RIPA modificado (50 mM Tris-HCI| pH 7.6, 150 mM NaCl, 5§ mM
EDTA, 1% NP40, 0.25% deoxicolato de sodio), inhibidores de
proteasa (PMSF, Pepstatina A, Leupeptina, y Aprotinina), y PBS
fueron pre-enfriado sobre ice. Después el medio de cultivo fue
aspirado desde las placas, las células fueron lavadas dos veces con
10 ml PBS enfriado. Todas las etapas subsecuentes fueron
conducidas sobre hielo y/o en un cuarto vacio a 4°C. Después de que
fue aspirado el ultimo lavado de PBS, las células fueron lisadas en

1-2 mL de regulador de lisis (regulador de pH RIPA con inhibidores
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de proteasa recién agregados para una concentracion final de 1 mM
PMSF, 1 uM Pepstatina A, 10 ug/ml Leupeptina, y 2 pg/mi
Aprotinina). Los lisados fueron raspados de las placas usando un
saeparador celular y triturados mediante pipeteo de las suspensiones
hacia arriba y hacia abajo (5-10 veces) con una aguja 1EG. Los
lisados fueron sometidos a rotacién durante 10 min y después
centrifugados en una microcentrifuga a un méximo de (13K rpm)
durante 10 minutos. Las pellas fueron descartadas y |los
sobrenadantes fueron probados después utilizando un equipo de
prueba Bradford Protein (Biorad).

Los lisados (2 ul fueron pipeteados directamente sobre 0.2 um
de membranas de nitrocelulosa secas. Se permitieron las marcas
para secado de aire durante aproximadamente 30 minutos. La
membrana fue seccionada en piezas que contenian cada una marca
individual. Las marcas fueron incubadas en presencia de pronasa (1
mg/ml enzima, 50 mM Tris pH 7.5, 5 mM CaCl2), proteinasa K (1
mg/m! enzima, 50 mM Tris pH 7.5, 5 mM CaCl2), neuraminidasa (20
mU/ml enzima, 50 mM acetato de sodio pH 5,5 mM CaCl2, 100 ug/ml
BSA) o é4cido periédico (20 mM, 0. 5M acetato de sodio pH 5) durante
1 hora a 37°C. Los reactivos fueron adquiridos con Roche (enzimas)
y VWR (4cido periédico). Las membranas fueron lavadas (5 min) en
regulador de lavado T-TBS (0.1% Tween 20,1 X TBS), bloqueadas en
regulador de bloqueo (3% BSA, T-TBS) durante 2 horas a
temperatura ambiente, e incubadas durante |a nochae con 2 ug/mi de
anticuerpo primario (es decir DS6, CM1, C242, R24) en regulador de
bloqueo a 4°C. Las membranas fueron lavadas tres veces durante 5
minutos en T-TBS y después incubadas en anticuerpo secundario IgG

de cabra-anti-ratén HRP-conjugado (o humano) (Jackson

o
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Immunoresearch; 1: 2000 dilucién en regulador de bloqueo) durante 1
hora a temperatura ambiente. Las inmunotinciones fueron lavadas
utilizando un sistema ECL (Amersham).

Las inmunotinciones (Figura 2) de los lisados de control
digeridos mostraron que la sefial CM1{1 fue destruida por |los
tratamientos proteoliticos en tanto que las sefiales de los digeridos
glicoliticos no fueron afectadas como se esperaria para un
anticuerpo que reconoce un epitope de proteina. La sefial C242 fue
destruida por los tratamientos proteolitico o glicolitico como se
esperaria para un anticuerpo que reconoce un glicétopo encontrado
en una proteina. La seflal R24, no afectada por los tratamientos
proteoliticos, fue abolida con tratamientos de neuraminidasa o
periodato como se espera para un anticuerpo que reconoce un
gangliosido. La inmunotincién DS6 de las tinciones de punto del
lisado Caov-3 digerido mostraron pérdida de sefial ai tratamiento con
los compuestos proteoliticos y glicoliticos. Por lo tanto, al igual que
C242, DS6 se eniaza a un epitope de carbohidrato en un nicieo
proteinaceo. Ademas, la seffal en la inmunotincién DS6 fue sensible
tratamiento neuraminidasa. Por lo tanto, CA8, al igual que CanAg, es
un glicétopo dependiente de dcido sialico.

A fin de confirmar la naturaleza de carbohidrato de CASB, el
lisado Caov-3 fue marcado sobre membrana PVDF y tratado con el
agente de deglicosilacidn quimica, écido trifluorometansuifénico
(TFMSA), bajo nitrégeno a temperatura amblente durante 5 minutos.
La tincién fue lavada con T-TBS e inmunoteiiida con CM1 o DS6
(Figura 3). La sefial DS6 fue destruida al tratamiento con &acido
proporcionando evidencia adicional de que CA8 es un glicétopo. La

mejoria de la seflal CM1 con el tratamiento TFSMA indica que el
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tratamiento con dcido no afecta la proteina sobre el filtro y sugiere
gue el tratamiento glicolitico no enmascarado del epitope de proteina
reconocido por CM1.

Para aclarar de manera adicional la estructura del carbohidrato
sobre el cual reside CAQ, las tinciones de punto fueron digeridas con
N-glicanasa, O-glicanasa, y/o sialidasa (Figura 4). Los lisados
celulares Caov-3 (100 pg, 30 pl) fueron incubados a 100°C durante 5
minutos con 2.5 ul de regulador de desnaturalizacién (Glyko) que
contiene SDS y pB-mercaptoetanol. Los lisados desnaturalizados
fueron digeridos después como 1 ul de N-glicanasa, O-glicanasa, y/o
Sialidasa A (Glyko) a 37°C durante 1 hora. Los lisados digeridos
fueron marcados después (2 pl) sobre nitrocelulosa e inmunoteflidos
como se describié con anterioridad.

La N-glicanasa no tuvo efecto aparente sobre las sefiales de
inmunotinciébn DS6. Sin embargo, las muestras digeridas con
sialidasa no produjeron sefial. Debido a que la O-glicanasa no puede
digerir carbohidratos O-enlazados sialiatados sin tratamiento previo
con sialidasa, la seflal DS8 de las muestras procesadas con O-
glicanasa sola no serla afectada. La N-glicanasa, en contraste, no
requiere pretratamiento con enzimas glicosidicas para actividad. El
hecho de que el tratamiento de N-glicanasa no afecta la seflal DS6
sugiere que eplitope CA8 estad presente con mayor probabilidad en

cadenas de carbohidrato O-enlazado sialiatado.

Ejempio 3: Aclaracién del antigeno sobre el cual se encuentra el

epitope CAB

Para identificar el antigeno sobre el cual se encuentra el

L] /
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sialoglicétopo CAB, los inmunoprecipitados DS6 fueron analizados
mediante SDS-PAGE y tincién Western. Los sobrenadantes de lisado
celular (1 mL/muestra; 3-5 mg proteina) fueron pre-aclarados con
lachos de Proteina G (30 ul, equilibrados con 1 ml de regulador
RIPA, durante 1-2 h, con rotacién a 4°C. Todas l|as etapas
subsecuentes fueron conducidas sobre hielo y/o en un cuarto
enfriado a 4°C. Los lechos pre-aclarados fueron sometidos a giro
brevemente (2-3 s) en una microcentrifuga. Los sobrenadantes pre-
aclarados fueron transferidos a tubos nuevos e incubados durante la

noche con 2 ug de DS6, con rotacién. Se agregaron lechos nuevos de

Proteina G, equilibrados (30 ul) a los lisados e incubados durante 1
hora, con rotacién. Las suspensiones lecho-lisado fueron sometidas
a giro brevemente en una microcentrifuga y se tomaron muestras de
los lisados post-inmunoprecipitacién de manera opcional. Los lechos
fueron lavados 5-10 veces con 1 mL de regulador RIPA.

Las muestras de DS6 inmunoprecipitadas fueron digeridas
después con 30 ul neuraminidasa (20 mU neuraminidasa (Roche), 50
mM acetato de sodio pH 5,5 mM CaCl2, 100 pg/ml BSA) o 30 ul acido
periddico (20 mM écido periédico (VWR), 0.5M acetato de sodio pH
5) durante 1 hora a 37°C. Fueron suspendidos de nuevo en 30 pul de
regulador de carga de muestra 2X (que contiena (3-mercaptoetanol).
Los lechos fueron sometidos a ebullicidon durante 5 minutos y los
sobrenadantes del regulador de carga fueron cargados sobre geles 4-
12% o0 4-20% Tris- Glycine (Invitrogen). Los geles fueron operados
en ragulador de operacién de electroforesis Laemmli a 125 V durante
1.5 h. Las muestras de gel fueron transferidas, durante la noche a 20
mA, sobre membranas de nitroceluiosa de 0.2 um (Invitrogen) usando

un aparato e transferencia Mini Trans-blot (Biorad). Las membranas

L3
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fueron inmunotefiidas con DS8 como se describié antes en el Ejemplo
2.

De manera alternativa, los lechos inmunoprecipitados fueron
desnaturalizados primero y después digeridos enzimaticamente con
N-glicanasa, O-glicanasa y/o sialidasa A (Glyko). Los lechos fueron
resuspendidos en 27 pl de regulador de incubacién y 2 ul de solucién
de desnaturalizacién (Glyko) e incubados a 100°C durante 5 minutos.
Después del enfriamiento a temperatura ambiente, se agregd la
solucién detergente (2 ul) y las muestras fueron incubadas con 1 ul
de N-glicanasa, O-glicanasa, y/o Sialidasa A a 37°C durante 4 horas.
Después de agregar el regulador de carga de muestra 5X (7 pul), las
muestras fueron sometidas a ebulliciébn durante 5 minutos. Las
muestras fueron sometidas a SDS-PAGE e inmunotefiidas como se
describié antes.

Los inmunoprecipitados DSB8 a > 250 kDa de banda de proteina
pueden verse en los lisados de célula antigeno positiva (Figura 5A,
B, y C). En algunas lineas celulares (por ejemplo T-47D), se observa
un doblete. Se abolid la banda > 250 kDa en inmunoprecipitados
Caov-3 que fueron tratados con neuraminidasa o acido periédico
(Figura 5 A y B) sugiriendo que el epitope CAS8 reside en la banda >
250 kDa. Se demostré también que la banda > 250 kDa es insensible
al tratamiento con N-glicanasa de 08 inmunoprecipitados consistente
con el CA6 que reside en un carbohidrato O-enlazado (Figura5F).
Sosteniendo de manera adicional que fa banda 250 kDa es el
antigeno CA8 estd el hecho de que los inmunoprecipitados DS8 no
son esa banda partir de las células antigeno negativas DS68 (Figura
5D y E).

Varias lineas de evidencia sugirieron que el antigeno CAS6
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antigen fue Muc1. Debido al alto peso molecular y la sensibilidad a
las enzimas glicoliticas especificas de carbohidrato O-enlazadas,
parece probable que el antigeno CA6 fuera una mucina. La
sobrexpresién de mucina estd bien caracterizada en tumores
particularmente del seno u el ovario, compatible con Ilas
reactividades de tumores mayores de DS6. Ademés, CAG6, al igual
que CanAg (a sialoglic6topo en Muc1), no es suscaptible a la
precipitaciéon de acidos percléricos sugiriendo que el antigeno CAG
esta altamente O-glicosilatado. La observacién que en algunas lineas
celulares que expresan DS6, DS8 inmunoprecipité un doblete de >
950 kDa sugirié que el CA8 fue Muc1. Un sello distintivo de Muc1 en
humanos es |la presencia de dos alelos Muct1 que difieren en nimero
de repeticiones tandem resultando en la expresién de dos proteinas
Muc1 de diferentes pesos moleculares.

Para probar si CA8 se encuentra en Muc1, inmunoprecipitados
DS86 de Iystate Caov-3 fueron sometidos a SDS-PAGE e
inmunotefiidos con DS6 o un anticuerpo Muc1 VNTR, CM1. Como se
puede ver en [a Figura 6A, CM1 reacciona fuertemente con ia banda
> 250 kDa inmunoprecipitada por DS6. En la Figura 6B, los
inmunoprecipitados DS6 y CM1 desde el lisado celular HelLa
muestran el mismo doblete > 250 kDa cuando son inmunoteiiidos con
DS68 o CM1. Esos resultados indican que el epltope CAS8 esta ubicado
de hecho en |la proteina Muc-1. El doblete DS8 observado en células
HelLa (y T-47D) puede ser explicado por el hecho de que la expresion
Muc-1 esta dirigida por distintos alelos que tienen diferente numero
de repeticiones tAndem.

Aunque CM1 y DS6 se enlazan a la misma proteina Muc-1, son

epitopes distintos. La deglicosilacion quimica de las tinciones de

0
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punto del lisado Caov-3 por medio de 4cido trifluorometansulfénico
(TFMSA) abolié |la sefial DSB8 (Figura 3). Sin embargo, este mismo
tratamiento mejoré la sefial CM1. La deglicosilacién puede haber
revelado epitopes ocultos para el anticuerpo CM1. Ademas, una
comparasién de las resultados de enlace de la citometria de flujo de
DS6 y CM1 (Cuadro 4) demuestra que el epitope CA8 no existe en
cada expresion celular Muc1. Es interesante observar que el epitope
CAB8 no es expresado en Colo205 (Cuadro 3), una linea celular que

se conoce que expresa altos niveles del sialoglicotopo Muc1 CanAg.

uadro 4
115 CM1

Lines Celular MMF" Kd Ap.lnlli MMF® Kd Apaunn

BT i 1D 10° 7.0 05 x

CalV3 8.0 a8 4mxio? 10M.00 7.4me 10"
D86 positivo 8  Hala 24250 o™ 334,90 2007 x 10*
CMI positive KB 110. 88 1. 11Ox 10" 800 538 x10"

MCFT 81. 41 2m00x10°° 1023.00 4004 x 0t

KE . - 851. 0 a 1o
DBS naguiive & OVCARS nm - 120 S0Wx 1
CM1 poaithe KOV 1.8 - “.n a2 x 10

Debido a que e! epitope CAB8 epitope reside en Muci, una
molécula que se sabe es esparcida dentro del torrente sanguineo en
muchos pacientes de céncer, se tomo un enfoque cuantitativo para
determinar si dichos niveles serlan prohibitivos para la terapia de
anticuerpo DS6. Se considera que el enlace del anticuerpo circulante
al antigeno conduce a la r&épida separacidon de los complejos inmunes
de la sangre. Si una porcidon significativa de |la dosis de anticuerpo
administrada es removida rdpidamente desde Ia circulacidn es

probable que l|la cantidad que alcanza el tumor esté disminuida

126



10

15

20

25

83

resuitando en actividad anti-tumoral disminuida de un anticuerpo
terapéutico. Cuando el anticuerpo as conjugado para un compuesto
citotéxico altamente potente la rapida separacion del conjugado
podria incrementar de manera potencial la toxicidad no especifica.
Por lo tanto, en el caso de los conjugados anticusrpo-farmaco
pequefio tales como DS6-DM1, pueden esperarse altos niveles de
antigeno esparcido para reducir tanto el efecto anti-tumoral como
incrementar la toxicidad limitante de dosis.

Recientes pruebas clinicas de terapéuticos de anticuerpo han
generado informacién para el impacto de la concentracion de
antigeno esparcido sobre la farmacocinética. Por ejemplo, en
pruebas clinicas con trastuzumab (Herceptin), un anticuerpo utilizado
para el tratamiento de cancer de seno metastitico que expresa
her2/neu, se demostré6 que los farmacocinéticos de separacién de
trastuzumab no son alterados cuando el nivel de Her2/neu esparcido
fue de menos de 500 ng/mL (Pegram et al., J. Cli. Oncol. 16 (8):
2859-71 (1998). Asumiendo un peso molecular de Her2/neu esparcido
de 110, 000 Daitons, una concentracién moiar de Her2/neu esparcido
por debajo de 4.5 nM parece tener poca influencia en los
farmacocinéticos.

En otro ejemplo, una prueba clinica con cantuzumab mertansina
{(huC242- DM1) indicé que no habla correlacién con los niveles de
CanAg de pretratamiento esparcido (epitope C242) y los
farmacocinéticos de separacion de anticuerpo (Tolcher et al., J. Clin.
Oncol. 21 (2): 211-22 (2003). El epitope CanAg, similar al epitope
CAB reconocido por DSB8, es un sialoglicétopo O-enlazado especifico
de tumor anico sobre Muc1. Sin embargo, |la naturaleza heterogénea

del epltope CanAg lo hace dificil de cuantificar en términos molares.
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En la poblacién general los alelos Muc1 varian en longitud
dependiendo del nimero de repeticiones tdndem en el dominio de
repeticidn tdndem de nimero variable (VNTR). Se presentan varios
sitios de glicosilacién O-enlazada en cada repeticion tdndem.
Agregandose a la complejidad de la expresiéon CanAg esta la
variacion de célula a célula en la actividad de glicosil transferasa
inherente. Por lo tanto es posible un amplio rango de epitopes
CanAg por molécula Muc1 incluso en un solo paciente. Ademas, la
relacién de epitope CanAg por molécula Muc1 sera diferente a través
de una poblacién de pacientes. Por esta razén, CanAg esparcido en
muestras de suero es medido mediante ELISA de intercalacion en
donde Muc1 esparcido con epitope CanAg es capturado por C242 y
detectado mediante un sistema C242/Estreptavidina  HRP
biotinilatado. El CanAg esparcido es cuantificado en unidades
estandarizadas (U) proporcionales al numero de epitopes por ml de
suero en vez de una concentracién molar de Muc1. Por analogia, una
situacién similar se presenta para la cuantificacién de epitopes CA8
esparcidos. En contraste, para trastuzumab solamente hay un
epitope por molécula de her2/neu esparcido simplificando en gran
medida la cuantificacién del antigeno esparcido.

A fin de relacionar los niveles de epitope esparcido CA8 con
aquelios encontrados en pruebas clinicas con trastuzumab vy
cantuzumab mertansina, se desarroli6 un método para obtener las
concentraciones molares de epltopes esparcidos complejos tales
como sialoglicotopos en Muc1. Primero, se establecid una prueba
ELISA de intercalacién simple para DS6. Una representacién de la
prueba se muestra en la Figura 7A. DS6 fue utilizado para capturar

Muc1 que tiene epitope CA8. Debido a que cada molécula Muc1 tiene

Ns



10

15

20

25

85

multiples epitopes CAB, se utiliz6 también DS8 biotinilatado como el
anticuerpo rastreador. E| enlace DS6 biotinilatado para CA8
capturado se detectd mediante Estreptavidina-HRP utilizando ABTS
como el sustrato. El epitope CAB fue capturado a partir del suero de
paciente de cidncer de ovario o a partir de estadndares que provienen
de un equipo de prueba Muc1 comercialmente disponible (CA15-3)
utilizados para monitorear el Muc1 esparcido en pacientes con
cédncer de seno. Las unidades/ml DSB8 fueron fijadas de manera
arbitraria iguales a las unidades estandares/mi CA15-3.

En la Figura 78 se muestran los resultados de la prueba ELISA
de intarcalacién DS8 en la cual se utilizaron los estandares CA 15-
3. La curva generada es muy similar a aquella obtenida con
estdndares CA15-3 en el ensayo CA15-3. A fin de convertir unidad/ml
DS6 a una concentracién molar de CA8 se requiere una curva
estandar para DSE biotinilatado que convierte la seflal a picogramas
de DSB. Asumiendo una estequiometria de uno a uno entre el epitope
CA8 y el anticuerpo DS6 biotinilatado y un peso molecular de
180,000 Daltons por DS8 biotinilatado se pueden caicular [os mois de
CAB8 capturado por voilumen de muestra agregada.

En la Figura 8BA y B hay representaciones de dos medios
alternativos para generar una curva estdndar para DS8 biotinilatado.
En la Figura BA, se utilice el anticuerpo policional IgG de cabra anti-
ratdn para capturar DS8 biotinilatado que a su vez es detectado de
una manera idéntica a aquella utilizada en la prueba ELISA de
intercalacién mostrada en la Figura 7. En el método mostrado en la
Figura 8B el DS8 biotinilatado es colocado en placas directamente
sobre la placa ELISA y detectado como en la Figura BA. Como se ve

en la Figura 8C las curvas estandar de DS8 biotinilatado generadas
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por cada método estan en buena concordancia.

En el Cuadro 5 se muestra el andlisis de muestras de suero de
paciente con céncer de ovario para varios antigenos esparcidos.
CA125 ELISA es utilizado de manera general para monitorear el
tratamiento de pacientes con cancer de ovario al medir CA125
unidades/ml esparcidas. E| estatus CA125 fue proporcionado con las
muestras de suero. CA15-3 ELISA se utiliza de manera general para
monitorear el tratamiento de pacientes con céncer de seno al medir
las unidades/ml Muc1 esparcido utilizando los anticuerpos de captura
y deteccién que reconocen epitopes distintos de aquellos
reconocidos por DS6. En el Cuadro 5, CA15-3 es medido en muestras

de suero de pacientas con cancer de ovario.

Cuadro 5
Y cars’ CA1S3" [« pDov’ od’
E.c mnn 1@1 72 ﬁi“*; g‘u 18804
s 5150 «sn sarm and »2580.00
0 050 7.0 0413 oz 25.00
7 7800 77 138,86 2094 ™ma
8 250 1044 %08 ®mn 2088
9 ;.70 % >g7am 123 > 2580.00
10 S0.00 Q40 T 5.19 30308
" ZAMLE0 s na 162 38 BT
12 2m00 W\ nes 1= AB8.08
13 19730 ann s o, 7
14 10080 013 1299 1 08.00
1§ .00 =1 100,09 2888 1A%
17 180.40 A T 190.44 408. %
1 1880 20.45 443 on.81 s
10 200 0.0 1808 9.0 .94
n 10.70 a4 10 294 1.3

! detanminado per equipo ELISA coarsnmcial

1 gutmrminudo por esthrisrms CA15-3 caneisies (1 CA15-3 U = 1088 U)
1 cuwva estinder g3 cabrs anti-smitin & bloine-068

* curve setindss Sistine-DS8

Para los valores CA15-3 reportados en el Cuadro 5, se utilizé
un equipo CA15-3 Enzyme Immuno Assay comercialmente disponible
de CanAg Diagnostics. Para las unidades/ml DS8 se generd una
curva estandar usando los estidndares CA15-3 (a partir de] equipo
CA15-3 Enzyme immune Assay de CanAg Diagnostics) en la prueba
de intercalacion DS6. Las unidades/m| DS6 fueron arbitrariamente

fijados iguales a las unidades/ml CA15-3. En las ultimas dos
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columnas el CA6 esparcido picomolar (pM) se calculé utilizando ias
curvas estandares de DS6 biotinilatado mostradas en la Figura8C.
Para el analisis cuantitativo de los niveles de CanAg, los
niveles de suero de CanAg fueron aquellos reportados para los
pacientes que participan en una prueba clinica de cantuzumab
mertansina antes del tratamiento (Toicher et al., J. Clin. Oncol. 21
(2): 211-22 (2003). Una prueba ELISA analoga a aquelia descrita
para DS6 se utilizé para hacer una curva estandar CanAg empleando
estandares CanAg. Se utiliz6 C242 para capturar los estandares
CanAg. La deteccién de CanAg capturado se logré empleando
rastreador C242 Dbiotinilatado seguido por desarrolio con
estreptavidina-HRP usando ABTS como sustrato. Se construyd una
curva estandar de C242-biotinilatado como se hizo para el DS6
biotinilatado permitiendo la conversién de unidades/m! para una
concentracion molar de epitopes CanAg circulantes. En el Cuadro 6
los niveles de CanAg a partir de pacientes en la prueba clinica de
cantuzumab mertansina son reportados junto con las concentraciones

molares calculadas correspondientes de CanAg circulante.

Cuadro 6
e i i
m
31240 19185 7 34507 8
s6a7 3535 0618 3
7458 4579 8256 2
3686 2263 7 4081 6
1447 8887 602 3
1292 775 1307 4
718 441 o 1
547 3358 8057
384 242 438 3
381 234 4219
320 2021 364 3
322 167 8 3586
308 487 338 8
284 174 4 3145
247 1517 2735
242 148 6 268
9 1406 2538
7 1394 2514
184 113 2037
120 737 1329
107 857 1185
100 a14 1107
&1 497 897
81 487 ag7
87 411 742
53 325 587
a5 276 498
43 264 476
39 24 432
36 21 390

24 147 266
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<D 1) 13
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' pivales de pretratamienio de chculstng Candg mussunsd by sandwich ELISA
2 curva estinder ds g0 @ cabre enti-reain & biotine-CM42
3 cnve entinder de bioline-C242

Una comparacién de los niveles pM de C68 esparcido en las
pacientes con cdncer de ovario con aquellos calculados para CanAg
esparcido en pacientes con cancer CanAg-positivo demuestra que en
general los niveles de A8 esparcido son similares a los niveles de
CanAg esparcido. Ademéds, solamente 2 de cada 16 muestras de
suero de pacientes con cancer de ovario tienen potencialmente
niveles de CA6 mayores de 4.5nM, (muestras de suero 5 y 9 para las
cuales la sefial estuvo fuera del rango de la curva estAndar), el nivel
sobre el cual se observaron farmacocinéticas de harceptina alterados
en las pruebas clinicas con pacientes con cancer de seno Her2/neu-
positivas. Los niveles de CanAg por encima de 4.5nM se observaron
solamente en 3 de las 37 pacientes de prueba clinica. En esta
prusba clinica no hubo correlacién con los niveles de CanAg
esparcido y la separacién més répida de |la cantuzumab mertansina.
Sin embargo, la paciente con el nivel mas elevado de CanAg (31240
U/ml) fue muestreada solamente durante 8 horas después de la
transfusion. Esos resultados indican que ciertos epitopes de Muc1,
tales como CAB8 y CanAg, en tanto que se esparcen en pacientes con
cdncer, no se esparcen en niveles prohibitivos para el tratamiento

terapéutico de anticuarpo.

jemplo 8: Clonacién de Regiones Variables del Anticuer 8 de

Murino.

}33
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Los anticuerpos monoclonales de murino tales como DS8 tienen
utilidad Ilimitada en una preparacién clinica debido a que son
reconocidos como extraflos por el sistema inmune humano. Los
pacientes desarrollan rdpidamente anticuerpos anti-ratén humanos
(HAMA) lo que resulta en la rapida separacion de los anticuerpos de
murino. Por esta razén, a la regién variable de DS8 murino (muDS8)
s |e aplicé doble superficie para producir anticuerpos DS6
humanizados (huDS8).

Las regiones variables del anticuerpo DS8 de muring fueron
clonadas mediante RT-PCR. El ARN total fue purificado a partir de un
matraz T175 confluente de células de hibridoma DS8 utilizando el
equipo Qiagen RNeasy miniprep. Las concentraciones de ARN fueron
determinadas por medio de espectrofotometia UV y se efectuaron
reacciones RT con 4-5 ug de ARN total usando el equipo Gibco
Superscript Il e imprimadores de hexdmero aleatorios.

Las reacciones PCR fueron efectuadas con imprimadores
degenaerados en base aquellos descritos en Wang Z et al., J
Immunol Methods. Jan 13; 233 (1-2): 167-77 (2000). La mezcia de
reaccion RT fue utilizada directamente para degenerar las reacciones
PCR. El imprimador de cadena ligera 3', HindKL,
(TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC)
(ID SEC NO: 25)

y el imprimador de cadena pesada 3', BamigGl,
(GGAGGATCCATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC) (ID SEC NO:
28) fueron utilizados, y para los imprimadoreas PCR de extremo 5'
fueron Sac1MK

(GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA) (ID SEC NO: 27)

33
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para la cadena ligera y una mezcla igual de EcoR1MH1
(CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC) (ID SEC NO: 28) y
EcoR1MH2 (CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG) (ID
SEC NO: 29) para la cadena pesada (bases mezcladas: H = A+T+C, S
=G+C, Y =C+T, KG+T, M= A+C, R = A+G, W= A+T, V= A+C+G, N
= A+T+G+C).

Las reacciones PCR fueron estadndar excepto que fueron
complementadas con 10% DMSO (50 ul concentraciones finales que
contienen mezclas de reaccién de 1X regulador de reaccion

{ROCHE), 2mM cada dNTP, 1mM cada imprimador, 2 pul reaccién RT,

5 pul DMSO, v 0. 5 pl Tag (ROCHE) ). Las reacciones PCR fueron
levadas a cabo en un termociclador de investigacién MJ utilizando un
programa adaptado a partir de Wang Z et al., (J immunol Methods.
Jan 13; 233 (1-2): 167-77 (2000)): 1) 84°C, 3 minutos; 2) 84°C, 15
segundos; 3) 45°C, 1 minuto; 4) 72°C, 2 minutos; 5) ciclo regresa a
la etapa #2 29 veces; 8) termina con una etapa de extensién final a
72°C durante 10 minutos. Los productos PCR fueron clonados en
pBluescript IISK+(Stratagene) usando enzimas de restriccién creadas
por los imprimadores PCR. Los servicios de secuanciacién Seqwright
sacuenciaron los clones de cadena pesada y ligera.

A fin de confirmar las secuencias ADNc de extremo 5', se
ejecutd la PCR y clonacién adicionales. Las secuencias de ADNc de
cadena ligera y de cadena pesada DS8, determinadas a partir de los
clones PCR degenerados, fueron colocadas dentro del sitio Web de
bisqueda de NCBI Blast y se guardaron las secuencias de anticuerpo
de murino con secuencia de sefial presentadas. Los imprimadores
PCR fueron diseitados a partir de esos péptidos de seflal utilizando

aextensiones conservadas entre las secuencias relacionadas de ADN.
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Los sitios de restricciéon EcoRl fueron agregados a los imprimadores
de secuencia lider (Cuadro 7) y estos fueron utilizados en las

reacciones RT-PCR como se describié antes.

Cuadro 7
Imprimadores Degenerados de Secuencia de Seflal D86

Nombre Secuencia
Cadena Pesada-DS8HClead ttttgaaticaataasctacaggtgtccact -1D 8EC NO: 30
Cadena Ligera-KTILClead tittgagctccagattttcagettcetget -ID 8EC NO: 31

Varios clones de cadena ligera y pesada individuales fueron
sacuenciados para identificar y evitar posibles errores de secuencia
de generados por polimerasa. Solamente se obtuvo una secuencia
para los clones RT-PCR de cadena ligera y cadena pesada. Esas
secuencias fueron suficientes para diseflar imprimadores que podrian
amplificar las secuencias de cadena ligera y de cadena pesada de
DS6 de murino que se extienden dentro de de la secuencia de seflal.
Los ciones subsecuentes a partir de esas reaccionses PCR de
seguimiento confirmaron las secuencias de extremoc 5 de i{a regidn
variable que habla sido alterada por los imprimadores degenerados
originales. Los resultados acumulativos a partir de los diversos
clones ADNc proporcionaron las secuencias de cadena ligera y de
cadena pesada de DS8 de murino finales presentadas en la Figura 9.
Utilizando las definiciones Kabat y AbM, se identificaron las tres
CDRs de cadena ligera y de cadena pesada (Figuras 9 y 10). Una
busqueda de |la base de datos NCBI IgBiast indica que la regiéon
variable de cadena ligera del anticuerpo muDS6 se deriva mas
probablemente a partir del gen de linea germinal IgV ? ap4 de murino
en tanto que la regidn variable de cadena pesada se deriva con
mayor probabilidad a partir del gen de linea germinal igvh J558.41

de murino (Figura 11).
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Variable de] Anticuerpo DS

Las técnicas de aplicacién de doble superficie al anticuerpo
descritas por Paedersen et ai. (1994) y Roguska et ai. (196868) inician
mediante el pronéstico de los residuos de superficie de |as
secuencias variables del anticuerpo de murino. Un residuo de
superficie estd definido como un amino 4cido que tiene por lo menos
30% de su érea de superficie total accesible para una molécula de
agua. En ausencia de una estructura resueita para encontrar los
residuos de superficie para muDS6, se alinearon los diez anticuerpos
con las secuencias mas homdlogas en el conjunto de 127 archivos de
estructura de anticuerpo (Figura 12). La accesibilidad del solvente
para cada posicion Kabat fue promedida para esas secuencias
alineadas (Figuras 13A y B).

Las posiciones de superficie con accesibilidades promedio de
entre 25% y 35% fueron sometidas a un una segunda ronda de
anélisis mediante comparacién de un subconjunto de anticuerpos que
contienen dos residuos idénticos flanqueando en cada lado (Figuras
13A y B). después del anadlisis de segunda ronda, los 21 residuos de
superficie pronosticados para |a cadena pesada de muDS68 se
incrementaron a 23, agregando Tyr3 y Lys23 a la lista de residuos
con accesibilidad de superficie pronosticada mayor del 30%. En la
mayoria de los anticuerpos de doble superficie se utiliza 1a definicién
Kabat de la cadena pesada CDR1, aunque para DS8 se utilizé de
manera inadvertida la definiciébn AbM durante los célculos de manera
que ol residuo de cadena pesada T28 no fue definido como un

residuo de superficie de estructura como podria haber sido de otra
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manera. El niumero de posiciones de superficie de cadena ligera se
redujo de 16 15 debido a que la accesibilldad de superficie
pronosticada de Ala80 se redujo de 30.5% a 27. B% en el anélisis de
segunda ronda. Juntas, ias secuencias variables de cadena pesada y
ligera de muDS6 tienen 38 residuos de estructura accesibles de

superficie pronosticados.

Ejemplo 8: Seleccidén de anticuerpo humano

Las posiciones de superficie de |la region variable de DS6 de
murino fueron comparadas con las posiciones correspondientes en
las secuencias de anticuerpo humano en |la base de datos Kabat
(Johnson G, Wu TT.Ncleic Acidos Res. Jan 1; 29(1): 205-8(2001)). El
software de manejo de la base de datos de anticuerpo SR (Searle,
1998) fue utilizado para extraer y alinear los residuos de superficie a
partir de pares de anticuerpo humano de cadena pesada y ligera
naturales. La superficie de regién variable de anticuerpo humano con
ios residuos de superficie més idénticos, dando consideracién
especial a las posiciones que vienen dentro de 5A de una CDR,
fueron seleccionados para reempiazar los residuos de superficie de

regién variable del anticuerpo DS6 de murino.

Eiemplo 9: Vector de expresién para anticuerpos quiméricos y
humanizados

Las secuencias apareadas de cadena ligera y pesada fueron
clonadas en un vector de expresién de mamifero individual. Los

imprimadores PCR para las secuencias variables humanas crearon

123
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sitios de restriccién que permitieron que se agregara la secuencia de
seftal humana en el vector de clonaciéon pBluescriptil. Las secuencias
variables podrian ser clonadas entoncas en el plasmido de expresion
de mamifero con EcoRIl y BsiWl o Hindill y Apal para la cadena ligera
o la cadena pesada respectivamente (Figura 14). Las secuencias
variables de cadena ligera fueron clonadas en-estructura sobre la
regiéon constante IgKappa humana y las secuencias variables de
cadena pesada fueron clonadas dentro de |a secuencia de region
constante IgGaammal humana. En los plasmidos de expresion final,
los promotores CMV humanos impulsan la expresibn de Ias

saecuencias ADNc de cadena ligera y pesada.

Ejempl 10: Identificacién de Residuos ue Puede Afectar

Negativamente la Actividad DS8

En | mayoria de las humanizaciones hasta ahora un modelo
molecular del anticuerpo del sujeto se ha construido para identificar
los residuos proximos a una CDR como residuos potencialmente
problemdaticos. Con un nimero en expansién de anticuerpos de doble
superficie a partir de {os cuales trabajar, la experiencia histérica es
por lo menos tan efectiva como en los problemas de prondstico para
construir un modelo, asl que no se construyé modelo molecular para
DS6. En vez de ello, se identificaron los residuos de superficie de
DS68 de murinc fueron comparados con aquellos de anticuerpos de
doble superficie previamente y residuos con bajo a alto riesgo para
afectar la actividad de enlace del anticuerpo.

Conjuntos similares de residuos son identificados de manera

repetida estando dentro de 5A de una CDR tanto en las estructuras
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de anticuerpo resueltas disponibles como en los modelos
moleculares partir de humanizaciones previas. Utilizando estos
datos, el Cuadro 1 proporciona los residuos de DS6 de murino que
probablemente estdn préximos a y posiblemente dentro de S5A de una
CDR. Muchas de esas posiciones también han sido cambiadas en
humanizaciones previas, aunque solamente la posicién de cadena
pesada 74 ha resultado siempre en una pérdida de actividad de
enlace. El residuo de murino fue retenido en esta posiciéon tanto en
huC242 como en huB4 a fin de conservar la actividad de enlace del
anticuerpo de murino. Por otra parte, esta misma posicién fue
cambiada para el residuo humano correspondiente en 6.2G5C6
humanizado sin perdida de actividad (6.2G5C8 es el anticuerpo anti-
IGF1-R referido de manera frecuente simpiemente como anti-C8). En
tanto que los residuos en el Cuadro 1 podrian presentar un problema
en el anticuerpo humanizado, el residuo P73 de cadena pesada seréd
de particular interés debido a las experiencias previas en esta

posicién.

Ejemplo 11: Seleccién de la Superficie Humana Més Homéloga

Las superficies de anticuerpo humano candidatas para
aplicacion de doble superficie muDS8 fueron extraidas a partir de la
base de datos de secuencia de anticuerpo Kabat utilizando el
software SR. Este software proporciona una interfaz para buscar
solamente las posiciones de residuo especificadas contra la base de
datos de anticuerpo. Para preservar los pares naturales, se
compararon los residuos de superficie de las cadenas tanto ligera
como pesada. Las superficies humanas méds homdélogas a partir de la

base de datos Kabat fueron alineadas en orden de rango de la
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identidad de secuencia. Las 3 superficies superiores como son
alineadas por el software de base de datos SR Kabat estan dadas en
el Cuadro 2. Las superficies fueron comparadas después para
identificar que superficies humanas requeririan los cambios minimos
para los residuos identificados en el Cuadro 1. El anticuerpo anti-Rh
(D), 28E4 (Boucher et al, 1997), requiere el nimero minimo de
cambios de residuo de superficie (11 total) y solamente 3 de esos
residuos estén incluidos en la lista de residuos potencialmente
probleméticos. Ya que el anticuerpo 28E4 proporciona la superficie

humana mas homéloga, es el mejor candidato para resurface muDS86.

Example 12: Construccién de las gcuencias de ADN ara

Anticuerpos DSB8 humanizados

Los 11 cambios de residuo de superficie para DS8 se hicieron
utilizando mutagenesis PCR. La mutagenesis PCR fue ejecutada en
los clones de ADNc de la regiéon variable de DS8® de murino para
construir el gen DS8 humano de doble superficie. Los conjuntos
imprimadores de humanizacién fueron diseflados para hacer los
cambios de amino éacido requeridos para el DS8 de doble superficie

DS8, mostrados a continuacién en el Cuadro 8.

Cuadro 8
Nowmbes de mprimader Gecusnsis de Ingskmasor
| Do _cpeigeocippipesoripeegegecegigercags | 1B O WO ; 32
o ) DEECHD: 3
| DooHCSand e :
i T e 1—"2:;
| eNETE mesApaptisgieieicovcigege | DERC ND: 37
-deOles7 7y ] IDSEC ND : 38
[ uSea7rr ] D EECND : 30
DESHOwEp [~ ] DECNO:©
____ sgpimigeegoocrppechengt _
[ D6 Sgeeycagecscebrkongenon | DOECND 41
_%_rn- DBECND: &2
L ] DSECND: 43
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Las reacciones PCR fueron estandar excepto que fueron
complementadas con 10% DMSO (50 u! mezclas de reaccion
contenfan concentraciones finales de 1X regulador de reaccidn
(ROCHE), 2 mM cada dNTP,1 mM cada imprimador, 100 ng plantilla,
5 ul DMSO, y 0.5 pl Tagq (ROCHE) ). Fueron operadas en un
termociciador MJ Research con el siguiente programa: 1) 94°C, 1
minuto; 2) 94°C, 15 segundos; 3) 55°C, 1 minuto; 4) 72°C, 1 minuto;
5) ciclo regresa a |la etapa # 2 29 veces; 6) termina con una etapa de
extensién final a 72°C durante 4 min. Los productos PCR fueron
digeridos con sus enzimas de restriccion correspondientes vy
clonados dentro de los vectores de clonacidn pBluescript. Los clones
fueron secuenciados para confirmar los cambios de amino acidos.

Ya que el residuo de cadena pesada de cambio P73 ha
ocasionado problemas en el pasado, se construyeron dos versiones
de |la cadena pesada, una con el 28E4 T73 humano y una que retiene
el P73 de murino. Los otros 10 residuos de superficie fueron
cambiados de murino al residuo 28E4 humano en ambas versiones de
DS8 humanizado (Cuadro 2). En adhesién con el método de
nomenclatura usual, la mas humana es la versién 1.0 ya que tiene
los 11 residuos de superficie humanos. La versién de cadena pesada
que retiene el P73 de murino es la versién nombrada 1.2 en caso de
que se requieran versiones adicionales asl que se reserva la versién
1.1 para una versién que contenga el nimero maximo de residuos de
murino. Las secuencias de amino écido de las dos versiones
humanizadas se muestran alineadas con la secuencia de amino Acido
de DS8 de murino en Figura 15A y B. Ambos genes del anticuerpo
DS8 humanizado fueron clonados en el pldsmido de expresién de

anticuerpo (Figura 14) para trasnfectaciones transitorias y estables.

»



9,

156

25

Las secuencias de ADNc y e amino &cido de las versiones
humanizadas v1.0 y v1. 2 de regién variable de cadena ligera son las
mismas y se muestran en la Figura 18. Las secuencias de ADNc y de
amino acido de las versiones humanizadas v1.0 y v1.2 se muestran

en la 17A y B.

mediciones de afinidad

Para determinar si las versiones DS8 humanizadas retuvieron o
no la afinidad de enlace de muDS8 fue necesario expresar y purificar
los anticuerpos. Las células CHO fueron transfectadas con los
plasmidos de expresiéon de anticuerpo respectivos. Debido a que los
niveles de expresion transitoria de huDS6 fueron muy bajos, se
seleccionaron lineas celulares estables.

Se cultivaron células CHODG44 (4.32 x 10° células/placa) en
ilacas de 15 cm en medio no-selectivo (Alpha MEM + nucleétidos
(Gibco), complementado con 4 mM L-glutamina, 50 U/ml penicilina,
50 pug/ml estreptomicina, y 10% v/v FBS) y colocadas en un
incubador humidificado a 37°C, 5% CO2. Al dia siguiente, ias células
fueron transfectadas con los pldsmidos de expresién huDS6 vi. 0 y
vl. 2 utilizando una versién modificada del protocolo recomendado
Qiagen para Polyfect Transfection. El medio no-selectivo fue
aspirado desde las células. Las placas fueron lavadas con 7 ml de
PBS pre-calentado (37°C) y rellenadas con 20 ml de medioc no-
selectivo. EI ADN de plasmido (11 pg) fue diluido en 800 ul de
Hybridoma SFM (Gibco). Después, se agregaron 70 pl de Polyfect

(Qiagen) a |la mezcla ADN/SFM. La mezcla Polyfect fue sometida a
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remolino suavemente durante varios segundos e incubada durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se agregé medio no-selectivo (2.7
ml) a la mezcla. Esta mezcla final fue incubada con las células
colocadas en placas durante 24 horas.

La mezcla/medio de transfectacion fue retirada de las placas y
ias células fueron tripsinizadas y contadas entonces. Las células
fueron colocadas en placas en medio selectivo (Alpha MEM-
nucledtidos, complementado con 4 mM L-glutamina, 50 U/ml
penicilina, 50, pg/ml estreptomicina, 10% v/iv FBS, 1.25 mg/m|l G418)
en placas de 96 pozos (250 pul/ipozo) en varias densidades (1800,
600, 200, y 67 células/pozo). Las células fueron incubadas durante
2-3 semanas, complementado el medio sl es necesario. Los pozos
fueron tamizados para los niveles de produccidon de anticuerpo
utilizando una prueba ELISA cuantitativa. Una placa Immulon 2HB de
96 pozos fue recubierta con el anticuerpo 2 IgG F (ab) cabra anti-
humano IgG F(ab), anticuerpo (Jackson Immunoresearch; 1 ug/pozo
en 100 pl 50 mM regulador de carbonato de sodio pH 9.8) @ incubada
durante 1.5 h a temperatura ambiente, con oscilacién. Todas las
etapas subsecuentes fueron conducidas a temperatura ambiente. Los
pozos fueron lavados dos veces con T-TBS (0.1% Tween-20, TBS) y
bloqueados con 200 pul de regulador de bloqueo (1% BSA, T-TBS)
durante 1 hora. Los pozos fueron lavados dos veces con T-TBS. En
una placa separada, 8! anticuerpo estandar, EM184 (100 ng/ml), y los
sobrenadantes de cultivo fueron diluidos de manera serial (1: 2 o
1:3) en regulador de bloqueo. Esas diluciones (100 pul) fueron
transferidas a la placa ELISA e incubadas durante 1 hora. Los pozos
fueron lavados tres veces con T-TBS e incubados con 100 pl de IgG

Fc-AP cabra anti-humano (Jackson Immuno Research) diluide 1:3000

I
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en regulador de bloqueo durante 45 minutos. Después de 5 lavados
con T-TBS, los pozos fueron desarrollados utilizando 100 ul de
reactivo de desarrollo PNPP (10 mg/ml PNP (Fosfato de p-Nitrofenilo,
Sal Disddica; Pierce), 0.1 M dietanolamina pH 10.3 regulador)
durante 25 minutos. Se midi6 la absorbancia a 405 nm en un lector
de placa ELISA. Las lecturas de absorbancia (del sobrenadante de
cultivo) en la porcién lineal de la curva estdndar fueron utilizadas
para determinar los niveles de anticuerpo.

Los clones de mayor produccién, identificados por medio de la
prueba ELISA, fueron expandidos después y se prepararon
existencias de células congeladas. Para producir una cantidad
suficiente de anticuerpo para purificar, las células fueron expandidas
sobre placas de 15 cm (~ 1 x 10° células/placa) con 30 ml de medio
selectivo e incubadas durante 1 semana. Los sobrenadantes de
cultivo fueron recolectados en tubos cénicos de 250 mi, sometidos a
agitacion en una centrifuga de tablero (2000 rpm, 5 minutos, 4°C), y
después filtrados estériles a través de un aparato de filtro de 0.2 um.

Para purificacién de DS8, se agregaron pellas de NaOH a los
sobrenadantes de cultivo filtrados a un pH final de 8.0. Una columna
Hi Trap rProtein A (Amersham) fue equilibrada con 20-50 volimenes
de columna de regulador de enlace. El sobrenadante fue carga en la
columna utilizando una bomba peristéitica. Después, la columna fue
lavada con 50 voliumenes de columna de regulador de enlace. EI
anticuerpo enlazado fue eluido de la columna utilizando regulador de
elucién (100 mM Aacido acético, 50 mM NaCl, pH 3) en tubos fijados
en un colector de fraccién. El anticuerpo eluido fue neutralizado
después utilizando regulador de neutralizacién (2 M K;HPO,, pH

10.0) y dializado después durante la noche en PBS. El anticuerpo
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dializado fue filtrado a través de un filtro de jeringa de 0.2 pm. Se
midié la absorbancia a 280 nm para determinar la concentraciéon de
proteina final.

La afinidad del hulgG purificado fue comparada con muDS8 por
medio de citometria de flujo. En el primer conjunto de experimentos
se midid el enlace directo a una linea celular que expresa CAS,
WISH. Como se muestra en |la Figura 18A el DS8 quimeérico, huDS6
v1.0, y huDS8 v1.2 muestran afinidades muy similares con KDs
aparentes de 3.15 nM, 3.71 nM, y 4.2 nM, respectivamente
sugiriendo que la aplicacién de doble superficie no tiene alteradas
las CDRs. Esas afinidades son sdélo ligeramente menores que para
muDS8 (Kd = 1.93 nM) mostrado en la Figura18B.

Para confirmar que las versiones huDS8 retienen la afinidad de
muDS8, se condujeron experimentos de enlace competitivo. La
ventaja de este formato es que el mismo sistema de deteccién es
utilizado tanto para los anticuerpos de murino como humanos; este
es biotina-muDS6/estreptavidina-DTAF. En algunos casos, el Kd
aparente medio experimentaimente puede variar tan solo debido al
reactivo secundario utilizado para detectar en forma indirecta el
enlace. Esto se ilustra mediante una comparacién del Kd aparente
biotina-DS6 cuando se utiliza Cabra anti-Raton-FITC (Kd = 2.80 nM,;
6.76 nM;

Figura 18B) o cuando se emplea estreptavidina-DTAF (Kd
Figura 19A). Los resultados de la prueba de enlace compaetitivo que
compara la habilidad de muDS68, huDS8 v1.0, y huDS6 v1.2 para
competir con biotina-DS8 se muestran en la Figura 19B. Los ECSO
aparentes son 12.18 nM, 37.07 nM, y 22.64 nM para muDS8, huDSe6
v1.0, y huDS8 v1.2, respectivamente. Esos resultados indican que la

aplicacién de doble superficie de muDS8 que produce un DS8
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humanizado DS8 ocasiona poca reduccién en la afinidad de enlace.

iemplo 14: Preparacién del conjugado citotéxico DS68-DM1

El anticuerpo DS8 (8 mg/ml) fue modificado utilizando un
exceso molar de 8 veces de N-succinimidil-4-(2-piridilditio)
pentanoato (SPP) para introducir grupos ditiopiridilo. La reaccion se
llevd a cabo en 95% v/v Regulador A (50 mM KPi, 50 mM NaCl, 2 mM
EDTA, pH 6.5) y 5% viv DMA durante 2 horas a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccién ligeramente turgente fue filtrado
por gel a través de una columna NAP o Sephadex G25 (equilibrada
en Regulador A). El grado de modificacién fue determinado al medir
la absorbancia del anticuerpo a 280 mn y el DTT liberé 2-
mercaptopiridina (Spy) a 280 y 343mu. El DS6 modificado fue
conjugado después a 2.5 mg Ab/mL utilizando un exceso molar 1.7-
veces de N?.deacetii-N?-(3-mercapto-1-oxopropil}-maitansina (L-
DM1) sobre SPy. La reaccién se llevé a cabo en Regulador A (97%
viv) con DMA (3% v/v). La reaccién fue incubada a temperatura
ambiente durante la noche por ~20 horas. La mezcla de reaccion
opaca fue centrifugada (1182 x g, 10 minutos) y el sobrenadante fue
filtrado por gel a través de una columna NAP-25 o S300 (Tandem
3,3x 26/10 columnas de desalinizacién, medio G25) equilibrada en
Regulador B (1X PBS pH 8.5). La pella fue desechada. Ei conjugado
fue filtrado esteril uvtilizando un filtro de 0.22 pm Millex-GV y fue
dializado en Regulador B con un Slide-A-Lyzer. El nimero de
moléculas DM1 enlazadas por molécula de DS8 se determiné al medir
la absorbancia en 252 nm y 280 nm del material filtrado. Se encontré

que la relacién DM1/Ab ratio es 4.36 y la produccién de etapa de

€6
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DS6 conjugado fue del 55%. La concentracién de anticuerpo
conjugado fue de 1.32 mg/mL. El conjugado purificado fue
caractarizado bioquimicamente por medio de cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC) y se encuentra que s 92% monomero. El
anélisis de DM1 en el conjugado purificado indicé que 99% fue
enlazado de manera covalente al anticuerpe. En la Figura 20, el
enlace citométrico de flujo del conjugado DS8-DM1 y DS8 no

modificado a células Caov-3 muestra que la conjugacién resulta

solamente en una ligera pérdida de afinidad.

Como un anticuerpo natural, DSB8 no ha mostrado una actividad
prolifarante o inhibidora de crecimiento en cultivos celulares (Figura
21) Sin embargo, cuando DS6 es incubado con células en presencia
de un conjugado DM1 para DS8 de cadena pesada y ligera de I1gG
Cabra anti-raton, DSB8 es muy efectivo en el direccionamiento y
suministro de este conjugado a ia céluia dando como resuitado
citotoxicidad indirecta (Figura 21). Para probar de manera adicional
la actividad inherente de DS6 natural, se condujo una prueba de
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) utilizando DS8 de
murino y humanizado. Las células HPAC y ZR-75-1 (25000
células/pozo) fueron colocadas en placas de 968 pozos, en presencia
de 5% suero humano o de conejo y varias diluciones de DS6 de
murino o humano, en 200 ul de medio RHBP (RPMI-1640, 0.1 % BSA,
20mM HEPES (pH 7.2-7.4), 100 U/m! penicilina y 100 ug/mi
estreptomicina). Las células fueron incubadas durante 2 horas a

37°C. Después se agregé reactivo Alamar Blue (10% de

\T
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concentracion final) (Biosource) al sobrenadante. Las células fueron
incubadas durante 5-24 horas antes de medir |a fluorescencia. Tanto
DS6 de murino como humano no tuvieron efecto en una prueba de
citotoxicidad dependiente de complemento (CDC) (Figura 22) Esto
sugiere que la aplicacién terapéutica de DSB8 requeriria la
conjugacidén de una molécula efectora téxica.

La citotoxicidad del anticuerpo DS6 conjugado con
maitansinoide fue examinada utilizando 2 formatos de prueba
diferentes en varias lineas celulares DS8 positivas. Se condujeron
pruebas clonogénicas en donde las células (1000-2500 células/pozo)
fueron colocadas en placas de 8 pozos en 2 ml de conjugado diluido
en medio de cultivo. Las ceéelulas fueron expuestas de manera
continua al conjugado en varias concentraciones, en forma general
entre 3 x 10°"' M hasta 3 x 10°®* M, y fueron incubadas en una cdmara
humidificada a 37°C, 6% CO2 durante 5-9 dias. Los pozos fueron
lavados con PBS y las colonias fueron teflidas con una solucién de
1% w/v vjoleta cristal/10 % v/v formaldehido/PBS. La cepa no
eniazada fue [avada después completamente a partir de [os pozos
con agua destilada, y se dejaron secar las placas. Las colonias
fueron contadas utilizando un microscopio de diseccién Leica
StereoZoom 4.

La eficacia da colocacion en placas (PE) fue calculada como el
nimero de colonias/nimero de células colocadas en placas. La
fracciéon superviviente fue calculada como PE de células tratadas/PE
de las células no tratadas. La concentracién ICss se determind
mediante graficado de la fraccién superviviente de células contra la
concentracion molar del conjugado. En una prueba clonogénica

(Figura 23), DS6-DM1 fue efectivo en la eliminacién de células Caov-
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3 con un ICse @stimado de 800 pM. Las células antigeno negativas,
A375, fueron afectadas solamente de manera ligera por el conjugado
a una concentracién de 3 x 10* M, la concentracién mas elevada de
DS6-DM1 probada, que demuestra que la actividad de eliminacion del
conjugado estéd dirigida de manera especifica hacia las células que
expresan antigeno. Sin embargo, a pesar de de la sensibilidad
aparente a la maitansina, muchas de las otras lineas celulares DS6
positivas no fueron particularmente sensibles al inmunoconjugado.
Todas las lineas celulares cervicales (HelLa, KB, y WISH) fueron
sensibles al conjugado considerando que solamente un numero
selecto de Ilineas de cancer de ovario y de seno mostraron
cualesquiera efectos citotoxicos. Ninguna de las lineas celulares
pancredaticas parecié haber sido afectada.

En la prueba MTT, las células fueron sembradas en placas de
96 pozos a una densidad de 1000- 5000 células/pozo. Las células
fueron colocadas en placas con diluciones seriales de DS6 natural o
inmunoconjugado DS8-DM1 en 200 ul de medio de cultivo. Las
muestras fueron procesadas por triplicado. Las células y mezcias de
anticuerpo/conjugado fueron incubadas después durante 2-7 dias, en
cuyo tiempo se determiné la viabilidad celular a través de una prueba
MTT (bromuro de [3(4,5-dimetiitiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio)]. Se
agregdé MTT (50 ug/pozo) al sobrenadante de cuitivo y se dejé
incubar durante 3-4 horas a 37°C. El medio fue retirado y el MTT
formazan fue solubilizado en DMSO (175 pul/pozo). Se midid Ia
absorbancia a 540-545 nm. En una prueba de viabilidad celular MTT
(Figura 24C), el inmunoconjugado fue capaz de eiiminar de manera
efectiva células Caov-3 con un ICso @stimado de 1.61 nM. Los pozos

con las concentraciones mas elevadas no contuvieron células viables



e,

16

20

25

106

en comparacién con el anticuerpo natural que no tuvo efecto (Figuras
21 y 24).

Los resultados de las pruebas MTT en las otras lineas celulares
fueron ligeramente diferentes (Figura 24A, B, y D-l). En muchos
casos, aunque se observé alguna citotoxicidad, el conjugado no fue
capaz de eliminar por completo toda la poblacién celular (con
excepcién de las células WISH). Las células BT-20, OVCARS, y
HPAC fueron particularmente resistentes: en Ilos pozos de
concentracién de conjugado més elevada (32 nM), més del 50% de

las células aun fueron viables.

jemplo 18: Actividad Anti-tumoral de Conjugado In vivo

Para demostrar la actividad in vivo del conjugado DS8-DM1, se
establecieron xenoinjertos de tumor humano en ratones SCID. Se
desarroll6 un modelo subcutdneo de linea celular de carcinoma
cervical humano, KB. Las células KB fueron cultivadas in vitro,
recolectadas, y 5 x 10° células en 100 pL de medio libre de suero
fueron inyectadas sobre el hombro derecho de cada ratdén y se
dejaron crecer durante 68 dias hasta un volumen de tumor promedio
de 144 + 125 mm® en cuyo momento se inicio el tratamiento con

farmaco. Se dio a {os ratones PBS, conjugado a 150 pg/kg DM1, o

conjugado a 225 pg/kg DM1 (2 ratones por grupo) por via intravenosa
diariamente durante 5 dias. Las respuestas téxicas fueron
monitoreadas diariamente durante el tratamiento. Los volumenes de
tumor (Figura 25A) y que corresponden a pesos corporales (Figura

25B) fueron monitoreados a través del estudio.
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Los tumores KB tratados con control PBS crecieron
rapidamente con un tiempo de duplicacién de aproximadamente 4
dias. En contraste, ambos grupos de ratones tratados con conjugado
exhiben regresién tumoral completa 14 dias y 18 dias después de |a
iniciacién del tratamiento para los grupos de dosis 225 ug/kg y 150
po/kg, respectivamente. En la dosis de 150 ug/kg el retraso el tumor
fue de aproximadamente 70 dias. El tratamiento a 225 ug/kg resultd
en curaciones ya que no hubo evidencias de recurrencia de tumor a
la terminacién del estudio en el dia 120. Como se ve en la figura
Figura 25B los ratones en el grupo de 150 pg/kg no mostraron
pérdida de peso indicando que |la dosis fue bien tolerada. En |a dosis
méas elevada los ratones experimentaron solamente una reduccién
temporal del 3% en el peso corporal. Durante el 5to. dia en curso del
tratamiento, 1os ratones no exhibieron signos visibles de toxicidad.
Tomado en conjunto, éste Studio demuestra que el tratamiento DS6-
DM1 puede curar a loa ratones de los tumores de xenainjarto KB en
una dosis no toxica.

La actividad DS6-DM1 fue probada de manera adicional en un
panel de modelos de xenoinjerto subcutdneo (ver Figura 26). Las
lineas celulares de tumor utilizadas para hacer los xenoinjertos
exhibieron un rango de sensibilidades a maitansina in vitro y
densidades de epitope CAB8 (Cuadro 9 a continuacién). Las células
OVCARS y TOV-21G son lineas celulares de tumor de ovario; HPAC
es una linea celular de tumor pancreético; HeLa es una linea celular
de tumor cervical. Las células OVCARS y TOV-21G tienen baja
expresion de CA8 de superficia; las células HelLa tienen un nivel
intermedic do expresién de CAB6 de superficie; las células HPAC

tienen una alta densidad CA6 de expresién de superficie. Las células
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TOV-21G y HPAC son sensibles a maitansina; las células OVCARS y

Hela son 2-7-veces menos sensibles &8 maitansina.

Cuadro 9
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Las 4 lineas celulares fueron cultivadas in vitro, recolectadas,
y 1 x 107 células en 100PL de un medio libre de suero fueron
inyectadas bajo el hombro derecho de cada ratén (6 ratones por
modelo) y se dejaron crecer durante 8 dias hasta un volumen de
tumor promedio de 57.6 £+ 6.7 y 90.2 £+ 13.4 mm3 para los grupos de
prueba y control respectivamente de OVCARS, 147.1 + 29. 8 y 176.2
+ 18.9 mm3 para los grupos de prueba y control respactivamente de

HPAC, 194.3 + 37.2 y 201.7 £ 71.7 mm3 para los grupos de prueba y

control respectivamente de HelLa, y 96.6 + 22.8 y 155.6 + 13.4 mm3
para los grupos de pruaba y control respectivamente de TOV-21 G,
en cuyo momento se inicio el tratamiento de farmaco. Para cada
modelo se trataron tres ratones de control con dos dosis semanales
de PBS y tres ratones de prueba fueron tratados con dos dosis
semanales de conjugado (600 ug/kg DM1) por via intravenosa. Las
respuestas téxicas fueron monitoreadas diariamente durante el
tratamiento y los volimenes de tumor y los pesos corporales fueron
monitoreados a través del estudio. La eficacia del conjugado para los

diferentes modelos se muestra de manera grafica en las Figuras 26A,
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C. E, y G ylos pesos corporales correspondientes estdn graficados
en las Figuras 28B, D, F, y H. Las lineas celulares OVCARS5, TOV-
21G, y HPAC forman tumores agresivos como se puede ver en 108
controles PBS para cada modelo. El modelo HelLa tuvo un periodo de
retraso de aproximadamente 3 semanas antes de Iiniciar el
crecimiento exponencial. En todos los modelos, el tratamiento de
conjugado DS6-DM1 resultd en una ragresidn completa del tumor en
todos los ratones. Para los modeios TOV-21G, HPAC, y Hela los
ratones se mantuvieron libres de tumor en el dia 81. En el modelo
OVCARS los tumores tuvieron recurrencia aproximadamente en el dia
45 después de la inoculacién del tumor. Por lo tanto, el tratamiento
de DS6-DM1 en este modelo resulta en un retraso de crecimiento de
tumor de aproximadamente 34 dias. El retraso de crecimiento es
significativo ya que las células OVCARS son menos sensibles a la
maitansina y tienen menor expresién de epitope CA8. En modelos en
donde la densidad de epitope CAS8 es superior o el modelo tiene
mayor sensibilidad a la maitansina, la regresién del tumor es més
fuerte. Es importante observar que solamente se administraron 2
dosis. Claramente el programa de dosificacién utilizado en este
estudio no fue téxico para los ratones ya que no se observéd perdida
de peso. Es probabie que pudieran lograrse curaciones con dosis de
conjugado adicionales 0 mas elevadas.

El cédncer de ovario humano es en gran medida una enfermedad
del peritoneo. Las células OVCARS crecen de manera agresiva como
un modelo intraperitoneal (IP) en ratones SCID que forman nédulos
de tumor y producen ascitos de una manera similar a la enfermedad
humana. Para demostrar la actividad en un modelo iP, se utilizé DS8-

DM1 para tratar ratones que tienen tumores OVCARS5 IP (Figura 27).

53
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Las células OVCARS5 fueron cultivadas in vitro, cosechadas y 1 x 10’
células en 100 pL de medio libre de suero fueron inyectadas por via
intraperitoneal. Se dejaron crecer los tumores durante 8 dias en cuyo
momento se inicio el tratamiento. Los ratones fueron tratados
semanalmente durante 2 semanas con PBS o conjugado DS6-DM1 a
una dosis de 600 ug/kg DM1 y monitoreados para la pérdida de peso
que resulta a partir de la enfermedad peritoneal. Para el dia 28, el
grupo PBS de ratones habia perdido mas del 20% del peso corporal y
fueron sacrificados. El grupo tratado fue sacrificado en el dia 45
después de exceder una pérdida de peso corporal del 20%. Este
estudio demuestra que DS8-DM1 es capaz de retrasar el crecimiento
del tumor en el modelo agresivo OVCARS IP a pesar del hecho de
que las células OVCARS5 son menos sensibles a la maitansina y
tienen pocos epitopes CAS8 por célula. Debido a que el programa de
dosificacién utilizado no produjo signos visibles de toxicidad, es
probable que pudieran utilizarse dosis adicionales y superiores para

lograr retrasos de crecimiento de tumor adicionales o curaciones.

Taxoide DS6-SPP-MM1-202

DS6 fue modificado con el enlazador N-sulfosuccinimidil4-nitro-
2-piridil-pantanoato (SSNPP). A 50 mg de DSB8 Ab en 90% Regulador
A, se agregaron 10 equivalentes 10% DMA de SSNPP en DMA. La
concentracién final de Ab fue B8 mg/mi. La reaccién fue agitada
durante 4 horas a temperatura ambiente, purificada después
mediante cromatografla G25. La extension de ia modificacion de

anticuerpo se midi6 espectofotométricamente utilizando la
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absorbancia a 280 nm (anticuerpo) y 325 (enlazador) y se encontré
que tiene 3.82 enlazadores/anticuerpo. La recuperacién del
anticuerpo fue 43.3 mg dando un rendimiento dei 87%. La
conjugacién de DS8-nitroSPP fue conjugada con Taxoid MM1-202
(1812 P.18). La conjugacion se llevé a cabo en une escala de 42 mg
en 90% Regulador A, 10% DM1. El| taxoide fue agregado en 4
alicuotas de 0.43 eq/enlazador (cada alicuota) sobre un periodo de
aproximadamente 20 horas. Para este momento la reacciéon se habia
vuelito notoriamente turbia.

Después de I|a purificaciébn G25 el conjugado resultante,
recuperado a un rendimiento de aproximadamente 64% tuvo
alrededor de 4.3 taxoides/Ab y dejé aproximadamente 1 equivalente
de enlazador sin reaccionar. Para enriar el enlazador sin reaccionar,
seo agregd 1 equivalente de cisteina/enlazador sin reaccionar al
conjugado con agitacién durante la noche. Un matiz amarillento
definido fue notorio a la adicién de ia cisteina indicando {a liberacidn
de tiopiridina. La solucién de reacciéon fue dializada después en
Regulador B/0.01% Tween 20 seguido por dialisis adicional en
Regulador B solo durante varios dias. El conjugado final tuvo 2.86
farmacos/anticuerpo. La recuperacién de anticuarpo fue de 4.7 mg,
dando un rendimiento general del 35%. Ademas el conjugado fue
caracterizado bioquimicamente por medio de SEC y se encontrd que
tiene 89% de mondmero, 10.5% de dimero y 0.5% de agregado de
peso molecular superior.

Los resultaos de un andlisis de citometria de flujo qué compara
el enlace de taxoide DS6-SPP-MM1-202 contra anticuerpo DS8 en
céiulas Hala se muestra en la Figura 28. Los resuitados indican que

DS6 retiene la actividad de enlace cuando es conjugado para un

I
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REIVINDICACIONE

1. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
que comprends por lo menos una regidbn de determinacién
complementaria que tiene una secuencia de amino &cido
seleccionada a partir del grupo que consta de ID SEC NOS: 1-6:

SYNMH (ID SEC NO: 1)
YIYPGNGATNYNQKFKG(ID SEC NO: 2)
GDSVPFAY{(IDSEC NO: 3)
SAHSSVSFMH(ID SEC NO: 4)
STSSLAS(ID SEC NO: 5)
QQRSSFPLT(IDSEC NO: 6).

2. Un anticuerpo o fragmento de enlace de epitope de mismo
que comprende por lo menos una regién variable de cadena pesada o
fragmento de la misma y por lo menos una regiéon variable de cadena
ligera o fragmento de ia misma, caracterizado porque dicha por o
menos una regién variable de cadena pesada o fragmento de la
misma comprende tres regiones de determinacién complementarias
secuenciales que tienen secuencias de amino acido representadas
por ID SEC NOS: 1-3, respectivamente:

SYNMH(IDSEC NO: 1)

YIYPGNGATNYNQKFKG (ID SEC NO: 2)

GDSVPFAY(ID SEC NO: 3)

y en donde dicha por lo menos una regién variable de cadena
ligera o fragmento de la misma comprende tres regiones de
determinacién complementaria secuenciales que tienen secuencias
de amino 4cido representadas por ID SEC NOS: 4-8,

respectivamente:

7
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SAHSSVSFMH(ID SEC NO: 4)

STSSLAS(IDSEC NO: 5)

QQRSSFPLT(ID SEC NO: 8).

3. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque la regién
variable de cadena ligera o fragmento de la misma tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia para una secuencia de amino
écido representada por ID SEC NO: 7 o ID SEC NO: 8:

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLW
IYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFPLT
FGAGTKLELKR (ID SEC NO: 7)

EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKL
WIYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPL
TFGAGTKLELKR (ID SEC NO: 8).

4. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacién 3, caracterizado porque la regién
variable de cadena ligera o fragmento de la misma tiene por lo
menos 5% de identidad de secuencia para la secuencia de amino
acido de ID SEC NO: 7 o ID SEC NO: 8.

5. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado porque la regioén
variable de cadena ligera o fragmento de la misma tiene la secuencia
de amino &cido de ID SEC NO: 7 o ID SEC NO: 8.

6. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacidén 2, caracterizado porque la regién
variable de cadena pesada o fragmentio de la misma tiene por lo
menos 90% de identidad de secuencia para una secuencia de amino

acido seleccionada a partir de un grupo que comprende ID SEC NO:
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8, ID SEC NO: 10 y ID SEC NO: 11:

QAYLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 8)

QAQLQVSGAEWKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 11).

7. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacién 8, caracterizado porque la regién
variable de cadena pesada o fragmento de la misma tiene por lo
menos 95% de identidad de secuencia para |la secuencia de amino
acido de ID SEC NO: 9, ID SEC NO: 10, o ID SEC NO: 11.

8. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo de
conformidad con la reivindicacién 6, caracterizado porque la regioén
variable de cadena o fragmento de la misma tiene |la secuencia de
amino acido de ID SEC NO: 9, ID SEC NO: 10, o ID SEC NO:11.

9. Un polinuciedtido que codifica un anticuerpo o un fragmento
de enlace de epitope de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2,3 0 6.

10. Un polinucleétido que codifica una cadena ligera o pesada
de un anticuerpo o un fragmento de enlace de epitope de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3 o 6.

11. Un vector que comprende el polinucleétido de conformidad
con la reivindicacién 9.

12. Un vector que comprende el polinucleétido de conformidad
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con la reivindicacién 10.

13. El vector de conformidad con la reivindicacién 11,
caracterizado porque dicho vector es un vector de expresién que
expresa dicho anticuerpo o fragmento de enlace de epitope.

14. ElI vector de conformidad con la reivindicacién 12,
caracterizado porque dicho vector es un vector de expresiéon que
expresa dicho anticuerpo o fragmento de enlace de epitope.

15. Un anticuerpo de rocedor humanizado o un fragmento de
enlace de epitope del mismo que se enlaza a glicétopo CABS,
producido por un método de aplicacién de doble superficie que
comprende:

(a) generar alineaciones de posiciéon a partir de distribuciones
de accesibilidad relativa de estructuras cristalogréaficas de rayos-x
de un depésito de regiones variables de cadena pesada y ligera de
anticuerpo de roedor y humano para producir un conjunto de
posiciones expuestas de superficie de estructura de regién variable
de cadena pesada y ligera, en donde las posiciones de alineacién
para todas las regiones variables de roedor y humano son por lo
menos aproximadamente 98% idénticas;

(b) definir para un anticuerpo de roedor o fragmento de enlace
de epitope del mismo un conjunto de residuos de amino 4cido
expuestos de superficie de estructura de regién variable de cadena
pesada y ligera utilizando dicho conjunto de posiciones expuestas de
superficie de estructura de regién variable de cadena pesada y ligera
generadas en la etapa (a);

(c) identificar a partir de las secuencias de amino écido de
anticuerpo un conjunto de residuos de amino acido expuestos de

superficie de estructura de regidon variable de cadena pesada y ligera
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que es méas estrechamente idéntico al conjunto de residuos de amino
dcido expuestos de superficie de roedor definido en la etapa (b);

(d) sustituir, en la secuencia de amino acido de estructura de
regién variable de dicho anticuerpo de roedor o fragmento de enlace
de epitope del mismo, el conjunto de residuos de amino A&cido
expuestos de superficie de estructura de region variable de cadena
pesada y ligera definidos en la etapa (b) con el conjunte de residuos
de amino &acido expuestos de superficie de estructura de regidn
variable de cadena pesada y ligera identificados en la etapa (¢);

(e) construir modelos tri-dimensionales de la regién variable
del anticuerpo de roedor o fragmento de enlace de epitope del mismo
y de la regiéon variable de dicho anticuerpo de roedor o fragmento de
enlace de epitope del mismo resultante a partir de la sustitucién
especificada en la etapa (d);

(f) comparar los modelos tri-dimensionales construidos en la
atapa (e), e identificar cualesquiera residuos de amino #cido a partir
de los conjuntos identificados en las etapas (b) o (c), que estan
dentro de 5 A de cualquier &tomo de cualquier residuo de las
regiones de determinacién complementaria del anticuerpo de roedor
o fragmento de enlace de epitope del mismo;

(g) cambiar cualesquiera residuos identificados en la etapa (f)
a partir del residuo de amino Acido de humano para el de roedor
original para definir de esta manera un conjunto de humanizacién de
residuos de amino a4cido expuestos de superficie;

(h) reemplazar el conjunto de residuos de amino A4cido
expuestos de superficie de estructura de regiéon variable de
anticuerpo de roedor definido en la etapa (b) con el conjunto de

humanizacién de residuos de amino acido expuestos de superficie de

6\
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estructura de regién variable definido en la etapa (g); v

(i) producir el anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de
enlace de epitope del mismo que enlaza ai glicotopo CABS.

16. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15,
caracterizado porque el anticuerpo de roedor humanizado o
fragmento de enlace de epitope del mismo es un fragmento de enlace
de epltope.

17. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con l|la reivindicacién 16,
caracterizado porque el fragmento de enlace de apitope es
seleccionado a partir del grupo que comprende un fragmento Fab, a
fragmento Fab', un fragmento F(ab');, un fragmento Fd, un fragmento
Fvs(scFv) de cadena individual, un anticuerpo de cadena individual,
un fragmento Fvs(sdFv) enlazado a disulfuro y un fragmento que
comprende un dominio VL o VH.

18. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15 o 16,
caracterizado porque los residuos de amino 4cido expuestos de
superficie son aquellos cuya accesibilidad de solvente esté por
encima de 30%.

18. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15, que
comprende por |0 menos una regibn de determinacidén
complementaria que tiene una secuencia de amino acido
soeleccionada a partir del grupo que consta de ID SEC NOS: 1-8:

SYNMH((ID SEC NO: 1)

YIYPGNGATNYNQKFKG(ID SEC NO: 2)

)6‘1
(67
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GDSVPFAY(ID SEC NO: 3)
SAHSSVSFMH(ID SEC NO: 4)
STSSLAS((ID SEC NO: 5)

QQRSSFPLT(IDSEC NO: 8).

20. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15, que
comprende por lo menos una regiéon variable de cadena pesada o
fragmento de la misma y por io menos una region variable de cadena
ligera o fragmento de la misma, caracterizado porque dicha por lo
menos una regiéon variable de cadena pesada o fragmento de la
misma comprende tres regionas de determinacién complementaria
secuenciales que tienen secuencias de amino acido representadas
por ID SEC NOS: 1-3, respectivamente:

SYNMH(ID SEC NO: 1)

YIYPGNGATNYNQKFKG(ID SEC NO: 2)

GDSVPFAY(IDSEC NO: 3)

y en donde dicha por lo menos una regién variable de cadena
ligera o fragmento de la misma comprende tres regiones de
determinacién compiementaria secuenciales que tienen secuencias
de amino 4dcido representadas por ID SEC NOS: 4-8,
respectivamente:

SAHSSVSFMH(ID SEC NO: 4)

STSSLAS(IDSEC NO:5)

QQRSSFPLT(ID SEC NO: 8).

21. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15, que
comprende una regién variable de cadena ligera que tiene una

secuencia de amino acido de ID SEC NO: 7 o ID SEC NO: 8:
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QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIYST
SSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFPLTFGA
GTKLELKR (ID SEC NO: 7)
EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLWIYST
SSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQRSSFPLTFGA
GTKLELKR (ID SEC NO: 8).

22. El anticuerpo de roedor humanizado o fragmento de enlace
de epitope del mismo de conformidad con la reivindicacién 15, que
comprende una regién variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de amino 4acido seleccionada a partir del grupo que
comprende ID SEC NO: 9, ID SEC NO: 10 y ID SEC NO: 11:

QAYLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 9)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFQGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 11).

23. Un anticuerpo mejorado o fragmento de enlace de epitope
del mismo que eniaza a una célula que expresa el glicétopo CABS,
dicho anticuerpo mejorado o fragmento de enlace de epitope del
mismo producido al:

(a) proporcionar un polinucleétido ADN que codifica un
anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo que
comprende por lo menos una secuencia seleccionada a partir del

grupo que comprende ID SEC NOs: 1 a 11;

e
Yid
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SYNMH (ID SEC NO: 1)
YIYPGNGATNYNAQKFKG (ID SEC NO: 2)

GDSVPFAY (1D SEC NO: 3)
SAHSSVSFMH (ID SEC NO: 4)
STSSLAS (ID SEC NO: 5)
QQRSSFPLT (ID SEC NO: 8)

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKLW
IYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISRMEADAATYYCQQRSSFPLTF
GAGTKLELKR (ID SEC NO: 7)

EIVLTQSPATMSASPGERVTITCSAHSSVSFMHWFQQKPGTSPKL
WIYSTSSLASGVPARFGGSGSGTSYSLTISSMEADAATYYCQQRSSFPLT
FGAGTKLELKR (ID SEC NO: 8)

QAYLQQSGAELVRSGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQSSLTSEDSAVYF
CARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA {ID SEC NO: 9)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADTSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (ID SEC NO: 10)

QAQLQVSGAEVVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQG
LEWIGYIYPGNGATNYNQKFKGKATLTADPSSSTAYMQISSLTSEDSAVY
FCARGDSVPFAYWGQGTLVTVSA (1D SEC NO: 11)

(b) introducir por lo menos una mutacién, eliminacién o
insercion de nucledétido dentro del polinucléotido AND de (a) de
manera que por |lo menos un residuo de la secuencia de amino écido
codificada por el polinucleétido ADN es cambiado;

(c) expresar un anticuarpo o fragmento de anticuerpo
codificado por el polinucledtido ADN de (b); y

(d) tamizar el anticuerpo o fragmento de anticuerpo expresado
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para una mejora en la afinidad de enlace para una célula que
expresa el glicotopo CAB8, produciendo de esta manera un anticuerpo
o fragmento de enlace de epitope del mismo mejorado.

24. El anticuerpo o fragmento de enlace de epitope del mismo
mejorado de conformidad con la reivindicacién 23, caracterizado
porque dicha por lo menos una mutacién, eliminacién o insercién de
nucleé6tido se hace a través de un método seleccionado a partir del
grupo que comprende mutagénesis dirigida de sitio mediada por
oligonucleétido, mutagénesis de cartucho, PCR propensa a error,
lanzamiento de ADN y el uso de cepas-mutator de E. coli.

25. Un conjugado citotéxico que comprende un agente de
enlace celular y un agente citotdxico, en donde el agente de enlace
celular enlaza al glicétopo CABS.

28, ElI conjugado citotéxico de conformidad con la
reivindicacidn 25, caracterizado porque el agente de enlace celular y
el agente citotdxico son enfazados de manera covalente.

27. ElI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 25, caracterizado porque el agente de enlace celular y
el agente citotéxico son enlazados de manera covalente a través de
un grupo de enlace PEG.

28. EI conjugado citotéxico de conformidad con |la
reivindicacion 25, caracterizado porque el agente de enlace celular y
ol agente citotéxico son enlazados de manera covalente a través de
una funcionalidad tiol o disuifuro de dicho agente citotéxico.

29. ElI conjugado citotéxico de conformidad con |la
reivindicacién 25, caracterizado porque el agente de enlace celular
es un miembro seleccionado a partir del grupo que comprende un

anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un fragmento de un

X6t
(6

A
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anticuerpo, un anticuerpo humanizado o de doble superficie, un
equivalente funcional de un anticuerpo, un anticuerpo mejorado, un
interferon, una linfoquina, una hormona, un factor de crecimieanto,
transferina y una vitamina.

30. El! conjugado citotéxico de conformidad con |la
reivindicacién 29, caracterizado porque dicho fragmento de un
anticuerpo es seleccionado a partir de un grupo que comprende un
fragmento Fab, un fragmento Fab'’, un fragmento F(ab')z, un
fragmento Fd, un fragmento Fvs(scFv) de cadena individual, un
anticuerpo de cadena individual, un fragmento Fvs(sdFv) enlazado
con disulfuro y un fragmento que comprende un dominio VL o VH.

31. EI| conjugado citotéxico de conformidad con |la
reivindicacién 25, caracterizado porque el agente de enlace celular
es un anticuerpo monoclonal anti-CA6 o un fragmento de enlace de
epitope del mismo.

32. EI conjugado citotéxico de conformidad con |Ila
reivindicacién 25, caracterizado porque o] agente de enlace celular
es el anticuerpo monoclional DS8 anti-CA8 de murino o un fragmento
de enlace de epitope del mismo.

33. EI conjugado citotédxico de conformidad con Ila
reivindicacién 25, caracterizado porque el agente de enlace celular
es una version humanizada del anticuerpo monocional DS8 anti-CAé
de murino o un fragmento de enlace de epitope del mismo.

34. ElI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 25, caracterizado porque el agente citotéxico es un
miembro seleccionado a partir del grupo que comprende un
compuesto de maitansinoide, un compuesto de taxoide, un compuesto

CC-1085, un compuesto de dolastatina, un compuesto de

\ g7
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daunorubicina, y un compuesto de doxorubicina.
35. EI conjugado citotéxico de conformidad con |Ia
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotdxico es la

maitansina DM1 de la férmula (I):

OH
m

386. EI conjugado citotéxico de conformidad con la
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotéxico es la

maitansina DM4 de la férmula (ll):

AR

AY

37. EI conjugado citotoxico de conformidad con I|a
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una

maitansina de la formula (l1):

i ‘SJ\TJ\*
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en donde:

Y' representa

(CR7CRg)1(CR3=CR0),C=C4A/(CRsCR¢)mDu(CR11=CR42),(C=C).B:
(CR3CR4)aCR4R2SZ, en donde:

Rl y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aromético heterociclico
o heterocicioalquiio, y ademas R2 puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 atomos
de carbono, simple o0 arilo sustituido o radical aromético
heterociclico o heterocicloalquilo;

R3, R4, R5, R8, R7, R8, R9, R11, y Ri2 son cada uno de
manera independiente H, CH3, C2H5, alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo;

, m,n,0,p,.q,r, 8, ytson cada uno de manera independiente
0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicion de que por lo menos dos
del, m n,o0,p,q.r, 8ytno son cero en ningin momento; y

Z is H, SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
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tiene 1 hasta 10 Atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiena 3 hasta 10 Atomos de carbono, o simple o arilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo.

38. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 37, caracterizado porque R1 es H, R2 es metiloy Z es
H.

39. El conjugado citotbxico de conformidad con Ila
reivindicacién 37, caracterizado porque R1 y R2 son metilo y Z es H.

40. ElI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 37, caracterizado porque R1 es H, R2 es metilo, y Z es
-SCH3.

41. El| conjugado citotdéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 37, caracterizado porque R1 y R2 son metilo, y Z es -
SCH3.

42. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicaciéon 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una
maitansina seleccionada a partir del grupo que comprende las

fé6rmulas (IV-L), (IV-D), y (1V-D,L):

0 0
ne, M 9 HyGy M )L He, H J\
0. &
May/ TJ\Y May/o \“>\||u Y Ma/o ||\| Y
o 0
(1V-L) (av-D)
en donde:

Y representa (CR;CR.h(CR;CR.)...(GR;CR.)..C& R,;SZ,
en donde:
R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,

alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 Atomos de carbono,

1/70



Q,

15

20

25

127

alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical aromético heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademéas R2 puede ser H;

R3, R4, RS5, R8, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H, CH3, C2H5, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tiene 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o
radical aromatico heterociclico o heterocicloalquiio;

I, my n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta §, y ademéas n puede ser 0;

2 es H, SR 0 -COR en donde R es alquilo o alquenilo lineal o
ramificado que tiene 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, o simple o
arilo sustituido o radical aromaético heterociclico o heterocicloalquilo;
y

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

43. E! conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacion 42, caracterizado porque R1 is H, R2 es metilo, RS,
R6, R7, y RB soncadauno H, |lymsoncadauno 1, nes 0,y Z es H.

44, E| conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacion 42, caracterizado porque R1 y R2 son metilo, R5, R8,
R7, R8 soncadaunoH, lymson 1, nes 0,y Z es H.

45. El| conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicaciéon 42, caracterizado porque R1 es H, R2 es metilo, RS,
R6, R7, y R8 soncada uno H, | y m soncadauno 1, nes 0, y Z es -
SCHa3.

48. ElI conjugado citotéxico de conformidad con |la
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reivindicacion 42, caracterizado porque R1 y R2 son metilo, R5, R6,
R7, R8soncadaunoH, lymson1i,nes 0, yZes -SCH3.

47. El conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacion 42, caracterizado porque el agente citotoxico estés
representado por la férmula (IV-L).

48. El conjugado citotéxico de conformidad con la
reivindicacion 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una

maitansina de la férmula (V):

_\'/L%_l
b\ ,YQ\

A Y]

en donde:

Y representa (CR7CRs)1(CRsCR¢)mn{CR3CR4),CR1R2SZ,

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2H5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 a&tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aromético heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R8, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo ciclico lineal que
tiene 1 hasta 10 4&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o

ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
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sustituido o radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

[, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser 0; y

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

49. EI conjugado citotdoxico de conformidad con |Ia
reivindicacién 34, caracterizado porque R1 es H, R2 es metilo, R5,
R68, R7, y R8 son cada uno H; | y m son cada uno 1; n es cero; y Z es
H.

50. ElI conjugado citotobxico de conformidad con Ia
reivindicaciéon 48, caracterizado porque R1 y R2 son metilo, R5, RS,
R7, y R8 soncada uno H; | y m son 1; n es cero; y Z es H.

51. ElI conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacidon 48, caracterizado porque R1 es H, R2 es metilo, RS,
R8, R7, y R8 son cada uno H; l y m son 1; n es cero; y Z es —SCH3.

52. ElI conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 48, caracterizado porque R1 y R2 son metilo, R5, RS,
R7, y R8 soncadauno H; |l ym son 1; n es cero; y Z as —-SCH3.

53. El conjugado citotéxico de conformidad con |a
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una
maitansina seleccionada a partir del grupo que comprende las

férmulas (VI-L), (VI-D) y (VI-D,L):
0o H O H O
HG, HC\s
P JL o N/“\Y P /ﬂ\
May T Y2 May | 2 May T \E
o .

(VI-1) (VI-D) (VI-D, 1)
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Y; representa (CR;CRg)1(CRsCRg)M(CRsCR()NCR1R28Z,,
aen donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 d@tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 dtomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aroméatico heterociclico
o heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo ciclico lineal que
tiene 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo;

I, myn son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser 0; y

Z es H, SR o COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o0 ailquenito ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, o simple o arilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o heterocicloaiquilo; y

May es un maitansinoide

54, El| conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una

maitansina de la férmula (VII):

v



e,

15

20

25

131

en donde:

Yay' representa

(CR7CRg)1(CRs=CR10)p(C=C)qA/{CRsCRg)mDu(CR11=CR4;),(C=C),
B:(CR3CR4}aCR1R282,,

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS,
alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene 1 hasta 10 Atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aroméatico heterociclico o
hetarocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

A, B, y D es cada uno de manera independiente cicloalquilo o
cicloalquenilo que tiene 3 hasta 10 &tomos de carbono, simple o arilo
sustituido, o radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

R3, R4, R5, R8, R7, R8, RS, R11, y R12 son cada uno de
manera independiente H, CH3, CZHS, alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 4&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 éatomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

I, m,n,0,p,q.r, s, ytson cada uno de manera independiente
0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dos
del, m, n,0,p,q, r, 8sytnosonceron ningin momento; y

22 o3 SR o0 -COR, en donde R @s alquilo o alquenilo lineal que
tiena 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o

clclico que tiene 3-10 dtomos de carbono, o simple o arilo sustituido



e

15

20

25

\ YKJ\
132 A

o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo.

§5. E! conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 54, caracterizado porque R1 es H y R2 es maetilo.

56. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacion 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una

maitansina de la formula (VIII):

.. Y\ A

.0 ]
/\/\E

en donde:

Y1' representa

(CR7CRy)1(CRp=CR10)p(C=C)qA/(CR5CRg)mDu({CR11=CR43)/(C=C),
B:(CRaCR4).CR4R25-,

en donde:

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

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R11, y R12 son cada uno de
manera independiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que
tiene 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical aromatico heterociclico o hetarocicloalquilo; y

I, m,n,0,p.q, r, 8 ytson cada uno de manera independiente

0 o un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que por |10 menos dos
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del, m,n,0,p,q, I, 8y 1tno sean cero en ningin momento.

57. ElI conjugado citotéxico de conformidad con |Ia
reivindicacion 58, caracterizado porque R1 es H y R2 es metilo.

58. E! conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 56, caracterizado porque R1 y R2 son metilo.

59. EI conjugado citotoxico de conformidad con Ila
reivindicacién 54, caracterizado porque el agente citotéxico es una
maitansina seleccionada a partir del grupo que comprende |as

férmulas (IX-L), (1X-D), y (I1X-D,L):

IX-L IX-D X-D,L
en donde:

Y, representa (CR7CR4)1(CRsCR¢)m{CR3CR4)1CR1R31S,

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10 &tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, radical aromatico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R6, R7 y R8B son cada uno de manera
independiente H, CH3,C2H5, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo;

I, my n son cada uno de manera independiente un entero desde

V17
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1 hasta 5, y ademas n puede ser 0;

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

60. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 59, caracterizado porque R1 es H y R2 es metilo o R1
y R2 son metilo.

861. EI conjugado citotéxico de conformidad con |Ia
reivindicacién 59, caracterizado porque R1 es H, R2 es metilo, RS,
R8, R7 y R8 son cada uno H; | y m son cada uno 1; n es 0.

62. E! conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacidon 59, caracterizado porque R1 y R2 son metilo; R5, R6,
R7 y R8 son cada uno H; | y m son 1; n es 0.

63. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacién 60, caracterizado porque the maitansinoide estéd
representado por [a férmuia (IX-L).

864. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ila
reivindicacion 61, caracterizado porque the maitansinoide esta
representado por la férmula (I1X-L).

65. EI conjugado citotéxico de conformidad con |Ia
reivindicacién 62, caracterizado porque the maitansinoide esta
representado por la formula (1X-L).

866. E! conjugado citotéxico de conformidad con Ia
reivindicacién 34, caracterizado porque el agente citotéxico es una

maitansina de la férmula (X):

oo
m\/i /'*"JL\,,
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en donde:

Y. representa (CR7CRg)1(CRsCRg)M({CR3CR4)2CR1R2S-,

en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH3, C2HS5,
alquilo o alquenilo lineal que tiene 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o clclico que tiene 3 hasta 10 dtomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, radical aroméatico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademas R2 puede ser H;

R3, R4, R5, R6, R7 y RB son cada uno de manera
indapandiente H, CH3, C2HS5, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tiene 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser 0; y

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

87. E! conjugado citotéxico de conformidad con la
reivindicacién 68, caracterizado porque R1 es H, R2 aes metilo, R5,
RE, R7 y R8 son cada uno H, | y m son cada uno 18 y n es 0.

68. EI conjugado citotoxico de conformidad con la
reivindicacién 66, caracterizado porque R1 y R2 son metilo; R5, RS,
R7 yR8soncadaunoH; lymson1,ynesO.

69. EI conjugado citotéxico de conformidad con Ia
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reivindicacién 25, caracterizado porque el agente de enlace celular
es una version humanizada del anticuerpo monoclonal DS6 anti-CA8
de murino o un fragmento de enlace de epitope del mismos y en
donde el agente citotéxico es DM1 o DM4.

70. ElI conjugado citotéxico de conformidad con la
reivindicacidén 34, caracterizado porque el agente citotdxico es el

taxano de 1a férmula (11):

O

o é's’\)Lo
i OJLQH Q

0 oH

71. Un método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicotopo CA8, que comprende poner en contacto una
célula que exprasa glicotopo CAB8 con el conjugado citotdéxico de
conformidad con la reivindicacién 25.

72. El método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicotopo CA6 de conformidad con la reivindicaciéon 71,
caracterizado porque el conjugado citotdéxico comprende un
anticuerpo monoclonal anti-CA8 o un fragmento de anlace de epltope
del mismo como el agente de enlace celular y Dom 1 o DM4 como el
agente citotdéxico.

73. El método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicétopo CAB8 de conformidad con la relvindicacién 71,
caractarizado porque el conjugado citotdéxico comprende un

anticuerpo monocional anti-CA6 o un fragmento de enlace de epitope
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del mismo como el agente de enlace celular y a taxano como el
agente citotdxico.

74. El método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicbtopo CAB de conformidad con la reivindicacién 71,
caracterizado porque el conjugado citotdxico comprende una versién
humanizada del anticuerpo DS8 de murino o un fragmento de enlace
de epitope del mismo como el agente de enlace celular y DM1 o DM4
como el agente citotdxico.

75. EI método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicotopo CA8 de conformidad con la reivindicacién 71,
caracterizado porque el conjugado citotéxico comprende una version
humanizada del anticuerpo DSB8 de murino o un fragmento de enlace
de eplitope del mismo como el agente de enlace celular y a taxano
como el agente citotéxico.

76. El método para inhibir el crecimiento de una célula que
exprasa el glicotopo CA8 de conformidad con la reivindicaciéon 71,
caracterizado porque la inhibicibn de crecimiento resulta en la
muerte de ia céluia.

77. El método para inhibir el crecimiento de una célula que
expresa el glicotopo CA6 de conformidad con la reivindicacién 71,
caracterizado porque sl método es ejecutado in vivo, in vitro o ex
vivo.

78. Una composiciéon terapéutica, que comprende un conjugado
citotéxico de conformidad con la reivindicacién 25 y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

79. La composicion terapéutica de conformidad con Ia
reivindicacién 78, caracterizada porque el conjugado citotéxico

comprende una versidn humanizada del anticuerpo DS8 de murino o

4

\84



15

25

138

un fragmento de enlace de epitope del mismo como el agente de
eniace celular y DM1 o DM4 como el agente citotéxico.

80. La composicién terapéutica de conformidad con Ila
reivindicacién 78, caracterizada porque el conjugado citotéxico
comprende una versién humanizada del anticuerpo DS8 de murino o
un fragmento de enlace de epitope del mismo como el agente de
enlace celular y a taxano como el agente citotéxico.

81. Un método para tratar a un sujeto que tiene un céncer, el
método que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicion terapéutica de conformidad con la
reivindicacién 78 a un sujeto que tiene un cancer, tratando de esta
manera a un sujeto que tiene un cancer.

82. El método para tratar a un sujeto que tiene un cancer de
conformidad con la reivindicacién 81, caracterizado porque el
conjugado citotéxico comprende una versién humanizada del
anticuerpo DS8 de murino o un fragmento de eniace de epitope del
mismo como el agente de enlace celular y DM1 o DM4 como el
agente citotéxico.

83. El método para tratar a un sujeto que tiene un cancer de
conformidad con 1la reivindicaciébn 81, caracterizado porque el
conjugado citotéxico comprende una versién humanizada del
anticuerpo DS8 de murinc o un fragmento de enlace de epitope del
mismo como el agente de enlace celular y a taxano como el agente
citotoxico.

84. El método para tratar a un sujeto que tiene un céncer de
conformidad con la reivindicacién 81, caracterizado porque el cancer
es uno en el cual el glicétopo CAB es expresado o sobreexpresado.

85. El método para tratar a un sujeto que tiene un céncer de

for
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conformidad con la reivindicacién 81, caracterizado porque el céncer
es seleccionado a partir de un grupo que comprende carcinoma de
ovario seroso, carcinoma de ovario endometriode, neoplasma del
cervix uterino, neoplasma del endometrio, neoplasma de la vulva,
carcinoma de seno, tumor pancreatico, y tumor del urotelio.

86. Un equipo que comprende un conjugado citotéxico de
conformidad con la reivindicacién 25, que comprende ademas:

a) un compartimiento que comprende el conjugado citotoxico; y

b) instruccicnes para usar el equipo.

87. El equipo de conformidad con la reivindicacién 86,
caracterizado porque el conjugado citotéoxico comprende una versiéh
humanizada del anticuerpo DS8 de murino o un fragmento de enlace
de epitope del mismo como el agente de enlace celular y DM1 o DM4
como el agente citotdxico.

88. El equipo de conformidad con la reivindicacién 86,
caracterizado porque el conjugado citotdxico comprende una varsién
humanizada del anticuerpo DS8 de murino o un fragmento de enlace
de epitope del mismo como el agente de eniace celular y a taxano
como el agente citotéxico.

89. ElI equipo de conformidad con Ila reivindicacién 86,
caracterizado porque las instrucciones comprenden instrucciones
para tratar a un sujeto que tiena un céncer.

80. ElI equipo de conformidad con la reivindicacién 89,
caracterizado porque el cdncer es uno en el cual el glictopo CAB es
expresado o sobreexpresado.

81. ElI equipo de conformidad con Ila reivindicacién 890,
caracterizado porque el cédncer es seleccionado a partir del grupo

que comprende carcinoma de ovario seroso, carcinoma de ovario
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endometricde, neoplasma de! cervix uterino, neoplasma del
endometrio, neoplasma de la vulva, carcinoma de seno, tumor
pancreético, y tumor del urotelio.

92. Un equipo que comprende una composicion terapéutica de
conformidad con la reivindicacién 78, que comprende ademaés:

a) un compartimiento que contiene |la composicién terapéutica;

b) instrucciones para el uso del equipo.

93. ElI equipo de conformidad con la reivindicacién 92,
caracterizado porque el conjugado citotéxico de la composicidn
terapéutica comprende una versién humanizada del anticuerpo DS8
de murino o un fragmento de enlace de epitope del mismo como el
agente de enlace calular y DM 1 o DM4 como el agente citotéxico.

94. EI equipo de conformidad con I|a reivindicacién 92,
caracterizado porque el conjugado citotéxico de la composicién
terapéutica comprende una versién humanizada del anticuerpo DS8
de murino o un fragmento de enlace de epitope del mismo como el
agente de enlace celular y un taxano como el agenta citotdéxico.

895. El equipo de conformidad con la reivindicacion 92,
caracterizado porque las instrucciones comprenden instrucciones
para tratar a un sujeto que tiene un cancer.

98. El! equipo de conformidad con la reivindicacién 95,
caracterizado porque el cancer s uno en el cual el glic6topo CAB es
expresado o sobre expresado.

87. El equipo de conformidad con la reivindicacién 96,
caracterizado porque el cédncer es seleccionado a partir del grupo
que comprende carcinoma de ovario seroso, carcinoma de ovario

endometriode, neoplasma del cervix uterino, neoplasma del
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endometrio, neoplasma de la vulva,

pancreatico, y tumor del urotelio.

carcinoma de seno,

tumor

8%
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Conjugados citotéxicos que comprenden un agente de enlace
celular y un agente citotéxico, composiciones terapéuticas que
comprenden el conjugado, métodos para utilizar los conjugados en la
inhibicion del crecimiento celular y el tratamiento de enfermedad, y
un equipo que comprende el conjugado citotéxico estan descritos en
todas las modalidades de |la invencién. En particular, el agente de
eniace celular es un anticuerpo monocional, y fragmentos de enlace
de eplitope del mismo, que raeaconoce y enlaza el glicbtopo CAB. La
presente invenciéon también estéd dirigida a versiones humanizadas o
de doble superficie de DS8, un anticuerpo monoclonal de murino

anti-CAS8, y fragmentos de enlace de epitope del mismo.
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REPUBLICA DE COLOMBIA \J\\
SUPERINTEMDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogoté,
2020
Doctor(a)

RUBIO CAMACHO HUMBERTO
Apoderado(a) y/o Representante de
IMMONOGEN, INC

REFERENCIA Radicacién No. 06 2587
Bolicitud internacional UB/2004/023340
Fecha inicio £ase nacional 21/02/2006

Trimite 11 .
Bvento 379
Actuacién 43

Oficio No. q) ﬁ 5 q

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién Materia d&e Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria y Comercic, se le comunica qus:

1. 8i fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los aneaxcs del
reporte de examen preliminar internaciconal (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. Las figuras 12, 13 y las contenidas en el folio 42 no son legibles, ademfs, las
estrucutras quimicas contenidas en los folios 91, %2 y 95 de la descripcién, y
folios 168, 174 y 178 del capitulo reivindicatorio no estéin completas, lo que
incide, para comprensiém y posterior trémite de publicaciétm y escaneo de la
solicitud.

3. lLa solicitud no contiene la copla del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decieifn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para qua dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficlo, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casc ds no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la policitud se
considerari abandonada y perderi su prelacifn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.l1l0 de 2001.

Continua en la pfgina siguients...



REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSIRIA Y COMERCIO

Radicacifm No.:6 2587

ALIX CARMENEA PEDES DE VERGEL
Jafe de la 71!1&1 de Ruevas Creaciocnes

El anteriorx mo fue notificado
fecha .

jramos

por

fijacién an

lista

de



