SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

U e

No. 0

81- -00018-0000

Fecha: 2013-07-08 16:39.04  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tra. 11 PATENTEIYII Eve:

378 FASENACIONALI

Act. 851 DIVISIONAL Folios: 101

Industria y Comrorein

Fecha: 2013-07-08 16:39:

SUPERINTENDENCIA DE INDU

SUPERINTENDI [H0bimm IIWWIWWIFWIIMWIFIWIWIW;I:

No. 13-16168s. -ooooo-ooo@ "m

STRIAY MERCIOS

38:04 _Dep. 2020 |
Tra. 11 PATENTE] p R.NUEVASCR
Act 411 PRESENTAGION E'2.378 F o SENACIONAL]

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

Folios: 10

54 TiTULO NUEVOS ANTTICUERPOS ANTI-CD38 PARA EI, TRATAMIENTO LEL

CANCER

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLICITANTE __SANOFI AVENTIS

DOMICILIO PARIS, FRANCIA

LUZ CLEMENCIA [E PAEZ

74, APODERADO C.C. 35.456.344 de Usaquén

22. BOGOTA,D.C.,

(FORMA P-10)

117144-Imprenta N.

acional de Colombia-2012



CAVELIER ABOGADOS AT aammm T

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

AT

SUPERINTENDENCIA

SUPEF&INTEE\I&ENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIOS

IRRERRELARUn

, IR AR
. DIRECCION DE NUEVAS No. 13-161688- -00000-0000

HABIRMBEAEY Il

CONVERSION, DIVISION Y FUS|  Tra. 11  PATENTEIYIl _~ Eve 378 FASENACIONAL
"™ A 411 PRESENTACION  Folios: 101

1.0 Identificacion del Tramite T A e e
e EI ,Convérsién - IZ' DIVISIOI‘I L

E'Patente de Invencion o
".Patente_ de Mod_elo=dg—;- Util_idad pes
"R'egistro de Disefio Industrial

' "ESquema de Trézadoydeiéircuifors"flntégrad’ééy . ‘

+:2.. . :Datos del solicitante

personalNatural L1~ personavuridica B
 SANOFL-AVENTIS
‘Nombre o denominacion / Nombre o‘razén=sbbiéll¢dmb]‘eté’fv?f S e SN

‘Nombre representante legal

ijfipo‘de-empresa Micro (= Pequ;’_a‘ﬁé,; | Medlana | : D "V’Qtrar
Documento de identificacion:  [Je.c. CE G ‘Q:jOt'ré:N’ume;ro. |
:;\iaciona_lidadlpais d_t_e»’t»:or?stitut:ién" .»Direccic’m y-:domli;cirllio"’dt’eil..tinuil:;\rtf”j‘ K " :Ciudad; ’ -
| Francia. 57 174, iavenué‘ﬁé;’f{raﬁééj 7501 ar|s<zFranCIa : ' ~ Paris
D,irecci.én ele,c_tl;éniqé oo ’ b ‘ NoFax j,’ "'Nﬁmgrq telefonico -
clientes@ca\%elier.qom N 2 1m1.,‘8‘6f50 | 3473611

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a
través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C.35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 4° No. 72 =35 Bogota
Direccion electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 347 36 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el nimero de su radicacién o protocolo de poder general

P102-F05 vr6 (2012-04-19)



CAVELIER ABOGADOS COLO-14775-0841-181-2 7

4. .Datos del tramite
CONVERSION | = | bpivIsiIoN | | B FUSION
Expediente | Expediente : 09.039.181 . | Expediente
De:
De: A: " | De:
A A
5. Comprobante de Pago No  13-0062687 Fecha: 2013/06/26
Comprobante de Pago No  13-0067101 Fecha: 2013/07/08
6. Anexos ,
' @ Comprobante de pago de la tasa de presentacion solicitud por $450.000.
‘ @ Comprobante de pago por 8 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién
por $240.000
E‘] Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacién
E Documento que contiene la conversion, division o fusion de la solicitud
D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7.Firma

Nombre y apellidos

LUZ CLEMENCIADE PAEZ

eIl k;z?

j ; rofver_s‘_i'«:;nallrﬁr2_3.’55_5._

C.C. 35.456.344 DE Usaquén.

?(}' GCH\GCHINCA\ID-AF246113\WPC14775

PI02-F05 vr6 (2012-04-19)



CAVELIER ABOGADOS COLO-14775-0841-181-2 ’5

NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 09.039.181. La solicitud de division de la materia se hace como consecuencia de las
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NUEVOS ANTICUERPOS ANTI-CD38 PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La CD38 es una glucoproteina transmembranal tipo Il de 45kD con un largo dominio
extracelular C-terminal y un corto dominio citoplasmico N-terminal. La proteina CD38 es
una ectoenzima bifuncional que puede catalizar la conversion de NAD* en ADP-ribosa
ciclica (CADPR) y también hidrolizar la cADPR hasta ADP-ribosa. Durante la ontogenia,
la CD38 aparece sobre las células madres comprometidas con CD34" y los
progenitores comprometidos con la linea de las células linfoides, eritroides y mieloides.
La expresion de CD38 persiste principalmente en la linea linfoide con niveles variables
de expresion a diferentes fases de desarrollo de las células T y B.

La CD38 esta aumentada en muchas neoplasias hematopoyéticas y en lineas celulares
derivadas de diferentes neoplasias hematopoyéticas, incluyendo el linfoma no Hodgkin
(NHL), linfoma de Burkitt (BL), mieloma mudltiple (MM), leucemia linfocitica crénica B (B-
CLL), leucemia linfocitica aguda B y T (ALL), linfoma de células T (TCL), leucemia
mieloide aguda (AML), leucemia de células peludas (HCL), linfoma Hodgkin (HL), y
leucemia mieloide crénica (CML). Por otro lado, las células madres pluripotentes mas
primitivas del sistema hematopoyético son las CD38". La expresiéon de CD38 en las
neoplasias hematopoyéticas y su correlacién con la progresion de la enfermedad hace
de CD38 una diana atractiva para ia terapia con anticuerpos.

Se ha publicado que la CD38 esta implicada en la movilizacién de Ca* (M. Morra et al.,
1998, FASEB J., 12: 581-592; M. T. Zilber et al., 2000, Proc Nat!/ Acad Sci U S A, 97:
2840-2845) y en la transducciéon de sefales a través de la fosforilacién de tirosina de
numerosas moléculas de sefalizacién, incluyendo la fosfolipasa C-y, ZAP-70, syk, y c-
cbl, en las células o lineas de células linfoides y mieloides (A. Funaro et al., 1993, Eur J
Immunol, 23: 2407-2411; M. Morra et al., 1998, FASEB J., 12: 581-592; A. Funaro ef al.,
1990, J Immunol, 145: 2390-2396; M. Zubiaur et al., 1997, J Immunol, 159: 193-205; S.
Deaglio et al., 2003, Blood 102: 2146-2155; E. Todisco et al., 2000, Blood, 95: 535-542;
M. Konopleva et al., 1998, J Immunol, 161: 4702-4708; M. T. Zilber et al., 2000, Proc
Natl Acad Sci U S A, 97: 2840-2845; A. Kitanaka et al., 1997, J Immunol, 159: 184-192;
A. Kitanaka et al.,, 1999, J Immunol, 162: 1952-1958; R. Malione ef al., 2001, Int
Immunol, 13: 397-409). Basandose en estas observaciones, se ha presentado a CD38
" como una importante molécula de sefalizacién en la maduracién y activacion de las

células linfoides y mieloides durante su desarrollo normal.

El papel exacto de la CD38 en la transduccidn de sefiales y en la hematopoyesis
todavia no esta claro, especialmente porque la mayor parte de estos estudios de
transduccion de sefales han utilizado lineas de células que sobreexpresan

ectdpicamente CD38 y anticuerpos monoclonales anti-CD38, que son ligandos no



fisiolégicos. Debido a que la proteina CD38 tiene una actividad enzimatica que produce
cADPR, una molécula que puede inducir la movilizacién de Ca** (H. C. Lee et al., 1989,
J Biol Chem, 264: 1608-1615; H. C. Lee and R. Aarhus, 1991, Cell Regul, 2: 203-209),
se ha pensado que el ligamiento de CD38 por anticuerpos monoclonales provoca la
movilizacién del Ca** y la transduccién de sefiales en los linfocitos mediante el aumento
de produccién de cADPR (H. C. Lee et al., 1997, Adv Exp Med Biol, 419: 411-419).
Contrariamente a esta hipotesis, el analisis por truncamiento y mutaciéon puntual de la
proteina CD38 ha demostrado que ni su tallo citoplasmico ni su actividad enzimatica
son necesarios para la sefalizacion mediada por los anticuerpos anti-CD38 (A.
Kitanaka et al., 1999, J Immunol, 162: 1952-1958; F. E. Lund et al., 1999, J Immunol,
162: 2693-2702; S. Hoshino et al., 1997, J Immunol, 158, 741-747).

Las mejores pruebas de la funcion de CD38 vienen de los ratones transgénicos
privados de CD387/, que tienen un defecto en su inmunidad innata y una reduccién de
la respuesta humoral dependiente de las células T debido a un defecto en la migracién
de las células dendriticas (S. Partida-Sanchez ef al., 2004, Immunity, 20: 279-291; S.
Partida-Sanchez et al., 2001, Nat Med, 7: 1209-1216). Sin émbargo, no esta claro si la
funcion de CD38 en los ratones es idéntica a la que tiene en los seres humanos puesto
que el patron de expresion de CD38 durante la hematopoyesis difiere en gran medida
entre el ser humano y el raton: a) a diferencia de las células madres progenitoras
inmaduras de los seres humanos, las células madres progenitoras similares de los
ratones expresan un alto nivel de CD38 (T. D. Randall et al., 1996, Blood, 87: 4057-
4067; R. N. Dagher et al., 1998, Biol Blood Marrow Transplant, 4. 69-74), b) mientras
que durante el desarrollo de las células B humanas, se encuentran altos niveles de
expresion de CD38 en las células B germinales centrales y en las células del plasma (F.
M. Uckun, 1990, Blood, 76: 1908-1923; M. Kumagai et al., 1995, J Exp Med, 181: 1101-
1110), en el raton, los niveles de expresion de CD38 en las correspondientes células
son bajos (A. M. Oliver et al., 1997, J Immunol, 158: 1108-1115; A. Ridderstad and D.
M. Tarlinton 1998, J Immunol, 160: 4688-4695).

En la bibliografia han sido descritos varios anticuerpos anti-CD38 humano con
diferentes propiedades proliferativas sobre diferentes células tumorales y lineas
celulares. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico OKT10 con Fab de raton y IgG1 Fc
humano media en la citotoxicidad mediada por las células dependiente del anticuerpo
(ADCC) de manera muy eficaz frente a las células de linfoma en presencia de células
efectoras mononucleares de la sangre periférica procedente o de pacientes MM
(mieloma multiple), o de individuos normales (F. K. Stevenson et al. 1991, Blood, 77.
1071-1079). Se ha demostrado que una versidbn humanizada de injerto CDR del
anticuerpo AT13/5 anti-CD38 tiene una potente actividad ADCC frente a las lineas de
células CD38-positivas (US 09/797.941 A1). Se ha demostrado que los anticuerpos
monoclonales humanos anti-CD38 median en la destruccién in vitro de lineas de células



CD38-positivas por la ADCC y/o la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), y
retrasan el crecimiento tumoral en los ratones SCID (enfermedad de inmunodeficiencia
combinada severa) portadores de la linea celular de MM, RPMI-8226 (W02005/103083
A2). Por otro lado, varios anticuerpos anti-CD38, 1B4, SUN-4B7, y OKT10, pero no IB6,
AT1, o AT2, inducen la proliferacion de células mononucleares de la sangre periférica
(PBMC) en individuos normales (C. M. Ausiello et al. 2000, Tissue Antigens, 56: 539-
547).

Algunos de los anticuerpos de la técnica anterior han demostrado ser capaces de
provocar la apoptosis en las células B CD38". Sin embargo, sélo pueden hacer esto en
presencia de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. Ha sido descrito
un anticuerpo anti-CD38 antagonista (IB4) que evita la apoptosis de las células B del
centro germinal humano (GC) (S. Zupo et al. 1994, Eur J Immunol, 24: 1218-1222), y
que induce la proliferacion de las células KG-1 y HL-60 AML (M. Konopleva et al. 1998,
J Immunol, 161: 4702-4708), pero induce la apoptosis en las células linfoblasticas T de
Jurkat (M. Morra et al. 1998, FASEB J, 12: 581-592). Otro anticuerpo T16 anti-CD38
indujo la apoptosis de células linfoides inmaduras y de células linfoblasticas leucémicas
de un paciente ALL (leucemia linfoblastica aguda) (M. Kumagai et al. 1995, J Exp Med,
181: 1101-1110), y de células mieloblasticas leucémicas de pacientes AML (leucemia
mieloide aguda) (E. Todisco et al. 2000, Blood, 95: 535-542), pero T16 indujo la
apoptosis solamente en presencia de células del estroma o de citocinas derivadas del

estroma (IL-7, IL-3, factor de célula madre).

Por otro lado, algunos anticuerpos de la técnica anterior inducen la apoptosis después
~ de reticulacion, pero carecen totalmente de cualquier actividad apoptotica cuando se
incuban solos (WO 2006/099875).

Puesto que CD38 es una atractiva diana para la terapia con anticuerpos para diferentes
neoplasias hematopoyéticas, se han generado y cribado un gran numero de
anticuerpos anti-CD38 humano en cuanto a alta potencia en las tres siguientes
actividades citotdxicas frente a las células hematopoyéticas malignas CD38-positivas:
induccion de apoptosis, ADCC, y CDC. La presente invencién describe nuevos
anticuerpos anti-CD38 capaces de destruir las células CD38" por tres mecanismos
citotoxicos diferentes: induccion de apoptosis, ADCC, y CDC. De forma sorprendente, la
presente invencion describe los primeros anticuerpos anti-CD38 que son capaces de
inducir directamente la apoptosis de las células CD38", incluso sin la presencia de

células del estroma o de citocinas derivadas del estroma.
SUMARIO DE LA INVENCION
Es un objetivo de la invencion proporcionar anticuerpos que se unen especificamente

con CD38, y que son capaces de destruir las células CD38" por apoptosis. Mientras que
algunos anticuerpos de la técnica anterior son capaces de provocar apoptosis solo



cuando se reticulan, pero de otra forma carecen de cualquier actividad apoptodtica, los
anticuerpos de la invencion son capaces de inducir la muerte celular apoptotica de las
células CD38+ incluso cuando se incuban solos. En un aspecto de la invencién, los
anticuerpos de la invencién son capaces de destruir las células B CD38" por ADCC o
CDC. En otro aspecto mas, los anticuerpos de la invencién son capaces de destruir las
células CD38" mediante al menos dos de los mecanismos mencionados antes, esto es,
apoptosis, ADCC, y CDC. De forma sorprendente, los anticuerpos de la invencidén son
los primeros anticuerpos anti-CD38 de' los que se ha demostrado que destruyen las
células B CD38" mediante los tres mecanismos diferentes: apoptosis, ADCC, y CDC.
En una realizacion adicional de la invencién, dichos anticuerpos son capaces de
destruir las células B CD38" por apoptosis incluso en ausencia de células del estroma o

de citocinas derivadas del estroma.

Los anticuerpos de la invencién son capaces en particular de destruir células malignas
B CD38", incluyendo las células de linfoma, las células de leucemia, y las células de
mieloma muiltiple. En algunas realizaciones, la célula B CD38" es una célula NHL, BL,
MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, o CML.

En un aspecto de la invencién, los anticuerpos de la invencién son capaces de destruir
al menos el 24 % de células Daudi de linfoma y/o al menos el 7 % de células Ramos de
linfoma y/o el 11 % de células MOLP-8-de mieloma multiple y/o el 36 % de células SU-
DHL-8 de linfoma y/o el 62 % de células DND-41 de leucemia y/o el 27 % de células
NU-DUL-1 de linfoma y/o el 9 % de células JVM-13 de leucemia y/o el 4 % de células
HC-1 de la leucemia por apoptosis en ausencia de células del estroma o de citocinas
derivadas del estroma.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser policlonales o monoclonales. Se prefieren
los anticuerpos monoclonales anti-CD38. En una realizacion mas preferida, se
proporcionan anticuerpos murinos seleccionados entre 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, y 38SB39, que se caracterizan aqui completamente con respecto a
las secuencias de aminoacidos de sus regiones variables tanto de cadena ligera como
de cadena pesada, las secuencias de cDNA de los genes para las regiones variables
de cadena ligera y pesada, la identificacion de sus CDR (regiones determinantes de
complementariedad), la identificacién de sus aminoacidos de superficie, y los medios

para su expresion en forma recombinante.

La presente invencion incluye versiones quiméricas del anticuerpo monoclonal anti-
CD38 murino seleccionado entre 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y
38SB39. También se incluyen versiones de los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, y 38SB39 con la superficie modificada o humanizados en los que los
residuos expuestos a la superficie de los marcos de la regiéon variable de los
anticuerpos, o sus fragmentos que se unen al epitopo, estan reemplazados tanto en las



cadenas ligeras como en las pesadas por superficies de anticuerpos humanos
conocidos mas parecidas. Los anticuerpos humanizados y los fragmentos de éstos que
se unen al epitopo, de la presente invencién, presentan propiedades mejoradas ya que
son menos inmunogénicos (o totalmente no inmunogénicos) que las versiones murinas
en sujetos humanos a los que se administran. De este modo, las diferentes versiones
de anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 y
los fragmentos de estos que se unen al epitopo, de la presente invencion, reconocen
especificamente a CD38 aunque no son inmunogénicos para un ser humano.

Las versiones humanizadas de los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, y 38SB39 de la presente invencidén se caracterizan completamente en la
presente memoria con respecto a sus secuencias de aminoacidos respectivas de las
regiones variables tanto de cadena ligera como de cadena pesada, las secuencias de
DNA de los genes de las regiones variables de cadena ligera y pesada, la identificacion
de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR), la identificacion de sus
residuos de aminoacidos de superficie del marco de la region variable, y la descripcidn

de medios para su expresion en forma recombinante.

Esta invencion contempla también el uso de conjugados entre conjugados citotdxicos
que comprenden (1) un agente de unién a las células que reconoce y se une a CD38, y
(2) un agente citotoxico. En los conjugados citotdxicos, el agente de union a las células
tiene una alta afinidad para CD38 y el agente citotoxico tiene un alto grado de
citotoxicidad para las células que expresan CD38, de tal modo que los conjugados

citotoxicos de la presente invencion forman agentes de destruccion efectivos.

En una realizacion preferida, el agente de unidn a las células es un anticuerpo anti-
CD38 (por ejemplo, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39) o uno de
sus fragmentos que se unen al epitopo, mas preferiblemente un anticuerpo humanizado
anti-CD38 (por ejemplo, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 385B39) o uno
de sus fragmentos que se unen al epitopo, en el que un agente citotéxico se une
covalentemente, directamente o a través de un conector escindible o no escindible, al
anticuerpo o al fragmento de éste que se une al epitopo. En las realizaciones mas
preferidas, los agentes de unidn a las células son los anticuerpos humanizados
38SB13, 385SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 o uno de sus fragmentos que
se unen al epitopo, y el agente citotdxico es un taxol, un maitansinoide, un derivado de

tomaimicina, un derivado de leptomicina, CC-1065 o un analogo de CC-1065.

Mas preferiblemente, los agentes de unién a las células son los anticuerpos
humanizados anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39, y el
agente citotoxico es un compuesto maitansina, tal como DM1 o DM4.

La presente invencion engloba también el uso de fragmentos de anticuerpos anti-CD38
que retienen la capacidad de unirse a CD38. En otro aspecto de la invencién, se



contempla el uso de equivalentes funcionales de los anticuerpos anti-CD38.

La presente invencion incluye también un método para inhibir el crecimiento de una
célula que expresa CD38. En las realizaciones preferidas, el método para inhibir el
crecimiento de la célula que expresa CD38 tiene lugar in vivo y da como resultado la

muerte de la célula, aunque también se incluyen las aplicaciones in vitro y ex vivo.

La presente invencion proporciona también una composicion terapéutica que
comprende un anticuerpo anti-CD38 o un conjugado de anticuerpo anti-CD38 y agente
citotoxico, y un vehiculo o excipientes farmacéuticamente aceptables. En algunas
realizaciones, la composicion terapéutica comprende un segundo agente terapéutico.
Este segundo agente terapéutico se puede elegir del grupo que comprende los
antagonistas de factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF),
proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
heregulina, proteina estimulante de macréfagos (MSP) o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), o un antagonista de un receptor para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), heregulina, proteina estimulante de
macroéfagos (MSP), o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), incluyendo el
receptor HER2, receptor HER3, ¢-MET, u otro receptor de tirosina-cinasas. Este
segundo agente terapéutico se puede elegir también del grupo compuesto de
anticuerpos que se dirigen a antigenos de conjuntos de diferenciacién (CD), incluyendo
CD3, CD14, CD19, CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36, CD40, CD44,
CD52, CD55, CD59, CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137, CD138, y
CD152. Este segundo agente terapéutico se puede elegir también del grupo de agentes

quimioterapéuticos o inmunomoduladores.

La presente invencion incluye ademas un método para tratar a un sujeto que tiene
cancer o una enfermedad inflamatoria, incluyendo las enfermedades autoinmunes
utilizando la composicion terapéutica. En algunas realizaciones, el cancer se selecciona
de un grupo que consiste en NHL, BL, MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, y CML.
En otra realizacién, la enfermedad autoinmune se selecciona de un grupo que consiste
en lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa, gastritis, tiroiditis de Hashimoto, espondilitis anquilosante,
vasculitis crioglobulinémica asociada con hepatitis C, encefalitis focal crénica,
penfigoide ampolloso, hemofilia A, glomerulonefritis membranoproliferativa, sindrome
de Sjogren, dermatomiositis en adultos y juvenil, polimiositis en adultos, urticaria
croénica, cirrosis biliar primaria, purpura trombocitopénica idiopatica, neuromielitis dptica,
enfermedad distiroidea de Graves, penfigoide ampolloso, glomerulonefritis

membranoproliferativa, sindrome de Churg-Strauss, y asma. En las realizaciones



preferidas, el conjugado citotdéxico comprende un anticuerpo anti-CD38 y un agente
citotoxico. En las realizaciones mas preferidas, el conjugado citotoxico comprende un
conjugado de anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y
38SB39 con DM1, anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, y 385B39 con DM4 o un conjugado de anticuerpos humanizados 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 con taxano, y el conjugado se
administra junto con un vehiculo o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto de la invencién, se utilizan los anticuerpos anti-CD38 para detectar la
proteina CD38 en una muestra biolégica. En una realizacién preferida, se utilizan dichos

anticuerpos para determinar los niveles de CD38 en un tejido tumoral.

La presente invencién incluye también un kit que comprende un anticuerpo anti-CD38 o
un conjugado de anticuerpo anti-CD38 y agente citotoxico e instrucciones de uso. En
las realizaciones preferidas, los anticuerpos anti-CD38 son los anticuerpos
humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39, el agente
citotoxico es un compuesto maitansina, tal como DM1 o DM4, un derivado de
tomaimicina, un derivado de leptomicina, o un taxano, y las instrucciones son para el
uso de los conjugados en el tratamiento de un sujeto que tiene cancer. El kit puede
incluir también componentes necesarios para la preparacion de una formulacién
farmacéuticamente aceptable, tal como un diluyente si el conjugado esta en estado

liofilizado o en forma concentrada, y para la administracién de la formulacién.

A no ser que se indique otra cosa, todas las referencias y patentes citadas en la
presente memoria se incorporan como referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1A muestra un analisis FACS de la unién especifica de anticuerpos anti-CD38
murinos purificados, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38 con las células 300-19 que
expresan CD38 humano y con las células Ramos de linfoma CD38-positivas.

La Fig. 1A muestra un analisis FACS de la unién especifica de anticuerpos anti-CD38
murinos purificados, 38SB30, 38SB31, 38SB39 y el anticuerpo control anti-CD38
AT13/5 con las células 300-19 que expresan CD38 humano y las células Ramos de
linfoma CD38-positivas.

La Fig. 2 muestra las curvas de titulacion de la unién de 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31, y 38SB39 establecidas con células Ramos.

La Fig. 3 muestra los graficos de puntos FACS (FL4-H, tincién por TO-PRO-3, eje de
las y; y FL1-H, tincion por anexina V-FITC, eje de las x) de las células Ramos que
sufren apoptosis después de incubacion con 38SB13, 38SB19, o AT13/5 (10 nM)
durante 24 h.

La Fig. 4A muestra los porcentajes medios de las células Ramos que sufren apoptosis
después de una incubacion de 24 h con 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31,



38SB39, 38SB7, 38SB23, IB4, AT13/5, OKT10, o SUN-4B7. Se represento el
porcentaje medio de células anexina V-positivas (eje de las y; incluye tanto las células
positivas a TO-PRO-3 como las negativas) a partir de muestras duplicadas.

La Fig. 4B muestra los porcentajes medios de células Daudi que sufren apoptosis
después de una incubacion de 24 h con el mismo conjunto de anticuerpos que en la
Fig. 4A.

La Fig. 4C muestra los porcentajes medios de células Molp-8 que sufren apoptosis
después de una incubaciéon de 24 h con el mismo conjunto de anticuerpos que en la
Fig. 4A.

La Fig. 5A muestra un diagrama del vector de expresion humano utilizado para
expresar hu38SB19-LC.

La Fig. 5B muestra un diagrama del vector de expresion humano utilizado para
expresar hu38SB19-HC. |

La Fig. 5C muestra un diagrama del vector de expresién humano utilizado para
expresar tanto hu38SB19LC como hu38SB19HC.

La Fig. 6A muestra actividades ADCC mediadas por los anticuerpos, ch38SB13,
ch38SB18, y ch38SB19, hacia las células Ramos.

La Fig. 6B muestra actividades ADCC mediadas por los anticuerpos, ch38SB30,
ch38SB31, y ch38SB39 hacia las celulas Ramos.

La Fig. 7A muestra actividades ADCC mediadas por los anticuerpos ch38SB18,
ch38SB19, ch38SB31, y por el anticuerpo control IgG1 humano quimérico no reactivo,
hacia las células LP-1 de mieloma mdltiple.

La Fig. 7B compara las actividades ADCC mediadas por los anticuerpos ch38SB19 y
38SB19 murino hacia las células Daudi.

La Fig. 8A muestra actividades ADCC mediadas por el anticuerpo ch38SB19 y por el
anticuerpo control IgG1 humano quimérico no reactivo, hacia las células NALM-6 B-
ALL.

La Fig. 8B muestra actividades ADCC mediadas por el anticuerpo ch38SB19 y por el
anticuerpo control IgG1 humano quimérico no reactivo, hacia las células MOLT-4 T-
ALL.

La Fig. 9A muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB13,
ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, y ch38SB39 hacia las células Raji-IMG.

La Fig 9B muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB19 vy
ch38SB31 hacia las células Raji-IMG.

La Fig. 10 muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB18,
ch38SB19, ch38SB31, y por el anticuerpo control 1IgG1 humano quimérico no reactivo,
hacia las células LP-1 de mieloma multiple.

La Fig. 11A muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB13,
cch38SB19, y ch38SB39 hacia las células Daudi.



La Fig. 11B muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB18 y

ch38SB30 hacia las células Daudi.

La Fig. 11C muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB19 y

ch38SB31 hacia las células Daudi.

La Fig. 12A muestra las de curvas de titulacién de la unién de ch38SB19, hu38SB19

v1.00, y hu38SB19 v1.20 para la unién a las células Ramos.

La Fig. 12B muestra las curvas de unién que comparan ch385B19, hu385B19 v1.00, y

hu38SB19 v1.00 en cuanto a su capacidad para competir con la unién del anticuerpo

murino biotinilado 38SB19 a las células Ramos.

La Fig. 13 muestra los porcentajes medios de las células Daudi que sufren apoptosis

después de 24 h de incubacion con anticuerpos ch38SB19, hu38SB19 v1.00, o

hu38SB19 v1.20.

La Fig. 14 muestra actividlades ADCC mediadas por los anticuerpos ch38SB19,

hu38SB19 v1.00, hu38SB19 v1.20, y por el anticuerpo control IgG1 humano quimérico

no reactivo, hacia las células LP-1 de mieloma mudltiple.

La Fig. 15A muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB19,

hu38SB19 v1.00, y hu38SB19 v1.20 hacia las células Raji-IMG de linfoma.

La Fig. 15B muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB19,

hu38SB19 v1.00, y hu38SB19 v1.20 hacia las células LP-1 de mieloma multiple.

La Fig. 15C muestra actividades CDC mediadas por los anticuerpos ch38SB19,

hu38SB19 v1.00, y hu38SB19 v1.20 hacia las células DND-41 de leucemia fibroblastica

aguda de células T.

La Fig. 16 muestra los porcentajes medios de las células anexina V-positivas después

de 24 h de incubacion con anticuerpo hu38SB19 v1.00 para las células SU-DHL-8 de

linfoma de células B grandes difusas, células NU-DUL-1 de linfoma de celulas B,

células DND-41 de leucemia fibroblastica aguda de células T, células JVM-13 de

leucemia linfocitica crénica de células B y células HC-1 de leucemia de células peludas.

La Fig. 17 muestra el porcentaje de supervivencia de ratones SCID que tienen

establecidos tumores Ramos humanos diseminados. Los ratones fueron tratados con

anticuerpos murinos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 o PBS

segun se indica.

La Fig. 18 muestra el porcentaje de supervivencia de ratones SCID que tienen

establecidos tumores Daudi humanos diseminados. Los ratones fueron tratados con
anticuerpos hu38SB19 o mu38SB19 o PBS segun se indica.

| La Fig. 19 muestra el volumen medio del tumor de ratones SCID que tienen tumores por

xenoinjerto de NCI-H929 de mieloma multiple. Los ratones fueron tratados con

anticuerpos hu38SB19, un anticuerpo control [gG1 no reactivo o PBS segun se indica.

La Fig. 20 muestra el volumen medio del tumor de ratones SCID que tienen tumores por

xenoinjerto de MOLP-8 de mieloma multiple. Los ratones fueron tratados con
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anticuerpos hu38SB19, mu38SB19, un anticuerpo control IgG1 no reactivo o PBS

segun se indica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se proporcionan aqui nuevos anticuerpos capaces de unirse especificamente a CD38.
En particular, en la presente invencion se han descubierto nuevos anticuerpos que se
unen especificamente con CD38 sobre la superficie celular y destruyen las células
CD38" por apoptosis. En un aspecto de la invencién, los anticuerpos anti-CD38 son
capaces también de destruir una célula CD38" por la citotoxicidad dependiente del
anticuerpo (ADCC). En otro aspecto, los anticuerpos anti-CD38 de la invencion son
capaces de destruir una célula CD38" por la citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC). En otro aspecto mas, los anticuerpos anti-CD38 de la invencidn son capaces de
destruir una célula CD38" por al menos dos de los mecanismos mencionados antes,
apoptosis, ADCC, y CDC. En particular, en una realizacion preferida, los anticuerpos
anti-CD38 de la invencién son capaces de destruir una célula CD38" por apoptosis,
ADCC, y CDC. La invencion proporciona de este modo los primeros anticuerpos anti-
CD38 capaces de destruir una célula CD38" por tres mecanismos diferentes.

Anticuerpos capaces de unirse a CD38 y de provocar la muerte apoptética de la célula
en las células CD38" han sido descritos previamente (M. Kumagai et al., 1995, J Exp
Med, 181: 1101-1110; E. Todisco et al. 2000, Blood, 95: 535-542), pero los anticuerpos
de la invencion son los primeros para los que se ha demostrado una actividad

apoptédtica en ausencia de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. El

término “estroma” como se usa en esta memoria se refiere al tejido soporte no maligno

de un tumor que incluye tejido conjuntivo, vasos sanguineos, y células inflamatorias.
Las células estromales producen factores de crecimiento y otras sustancias, incluyendo
citocinas, que pueden influir en el comportamiento de las células cancerosas. El término
“citocina”, como se usa en esta memoria, se refiere a pequefias proteinas segregadas
(por ejemplo IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, y IL-6, IFNg, IL-3, IL-7 y GM-CSF) que median y
regulan la inmunidad, inflamacion, y hematopoyesis. Se muestra aqui que los
anticuerpos de la técnica anterior eran incapaces de producir la destruccién apoptética
de la célula en ausencia de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma.
Por contraste, los anticuerpos anti-CD38 de la invencién presentan en las mismas

condiciones potentes actividades apoptéticas.

En otro aspecto, los anticuerpos de la invencién son capaces de unirse a la proteina
CD38 con una kp de 3 x 10° M o mas baja.

El término “‘CD38” como se usa en esta memoria se refiere a una proteina

transmembranal tipo I, que comprende, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos

+9

como se indica en Genbank nimero de acceso NP_001766. Una “celula CD38™ es una
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célula que expresa la proteina CD38. Preferiblemente, la célula CD38" es una célula de

mamifero.

En una realizacidon de esta invencién, la célula CD38" es una célula maligna. En otra
realizacién, la célula CD38" es una célula B. En una realizacién preferida, la célula
CD38" es una célula tumoral derivada de un tumor hematopoyético. En una realizacién
mas preferida, la célula CD38" es una célula de linfoma, una célula de leucemia, o una
célula de mieloma multiple. En una realizacion adicional preferida, la célula CD38" es
una célula NHL, BL, MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, o CML. |

Por tanto, en una realizacion, esta invencion proporciona anticuerpos anti-CD38
capaces de destruir al menos el 24 % de las células Daudi de linfoma en ausencia de
células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. En otra realizacion, los
anticuerpos anti-CD38 de la invencion son capaces de destruir al menos el 7 % de las
células Ramos de linfoma en ausencia de células del estroma o de citocinas derivadas
del estroma. En otra realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la invencién son capaces
de destruir al menos el 11 % de las células MOLP-8 de mieloma multiple en ausencia
de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. En otra realizacién, los
anticuerpos anti-CD38 de la invencién son capaces de destruir al menos el 36 % de las
células SU-DHL-8 de linfoma en ausencia de células del estroma o de citocinas
derivadas del estroma. En otra realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la invencion
son capaces de destruir al menos el 27 % de las células NU-DUL-1 de linfoma en
ausencia de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. En otra
realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la invencidn son capaces de destruir al menos
el 62 % de las células DND-41 de leucemia en ausencia de células del estroma o de
citocinas derivadas del estroma. En otra realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la
invencion son capaces de destruir al menos el 9 % de las células JVM-13 de leucemia
en ausencia de células del estroma o de citocinas derivadas del estroma. En otra
realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la invencidn son capaces de destruir al menos
el 4 % de las células HC-1 de leucemia en ausencia de células del estroma o de

citocinas derivadas del estroma.

ANTICUERPOS

El término “anticuerpo” se utiliza en la presente memoria en el sentido mas amplio y
cubre especificamente los anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos
monoclonales de longitud completa) de cualquier isotipo tales como IgG, IgM, IgA, IgD,
e IgE, los anticuerpos policlonales, los anticuerpos multiespecificos, los anticuerpos
quiméricos, y los fragmentos de anticuerpo. Un anticuerpo reactivo con un antigeno
especifico se puede generar mediante métodos recombinantes tales como selecciéon de
bancos de anticuerpos recombinantes en vectores fagos o similares, o mediante

inmunizacién de un animal con el antigeno o un acido nucleico que codifica el antigeno.
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Un anticuerpo tipico IgG comprende dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas
ligeras idénticas que estan unidas por puentes disulfuro. Cada cadena pesada y ligera
contiene una region constante y una regién variable. Cada regién variable contiene tres
segmentos denominados “regiones determinantes de la complementariedad” (‘CDR”") o
“regiones hipervariables’, que son las principaimente responsables de la unién a un
epitopo de un antigeno. Se denominan habituaimente CDR1, CDR2, y CDR3,
numeradas secuencialmente a partir del extremo N terminal. Las porciones mas

altamente conservadas de las regiones variables se denominan “regiones marco”.

Como se usa en esta memoria, “Vy" 0 “VH” se refiere a la region variable de una
cadena pesada de inmunogiobulina de un anticuerpo, incluyendo la cadena pesada de
un fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab’ o F(ab’)2. La referencia a “V|” o “VL" se refiere
a la region variable de la cadena ligera de inmunoglobulina de un anticuerpo,

incluyendo la cadena ligera de un fragmento Fv, scFv, dsFv, Fab, Fab’, o F(ab’)2.

Un “anticuerpo policlonal” es un anticuerpo que se ha producido entre o en'presencia de
uno o mas anticuerpos diferentes, no idénticos. En general, los anticuerpos policlonales
se producen a partir de un linfocito B en presencia de otros muchos linfocitos B que
producen anticuerpos no idénticos. Habitualmente, los anticuerpos policlonales se

obtienen directamente de un animal inmunizado.

Un “anticuerpo monoclonal’, como se usa en la presente memoria, es un anticuerpo
obtenido a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es
decir, los anticuerpos que forman esta poblacion son esencialmente idénticos excepto
por posibles mutaciones que se producen naturalmente que pueden estar presentes en
cantidades muy pequenas. Estos anticuerpos estan dirigidos frente a un tnico epitopo y

son, por lo tanto, altamente especificos.

Un “epitopo” es el sitio en el antigeno al que se une un anticuerpo. Si el antigeno es un
polimero, tal como una proteina o polisacarido, se puede formar el epitopo por residuos
contiguos o por residuos no contiguos puestos en estrecha proximidad mediante
plegamiento de un polimero antigénico. En las proteinas, los epitopos formados por
aminoacidos contiguos se retienen tipicamente en la exposicion a disolventes
desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por aminoacidos no contiguos

tipicamente se pierden bajo dicha exposicién.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, el término “Kp” se refiere a la constante

de disociacién de una interaccidn particular anticuerpo/antigeno.

La presente invencién procede de nuevos anticuerpos anti-CD38 murinos, aqui
38SB13, 385B18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 que estan completamente
caracterizados con respecto a las secuencias de aminoacidos de cadenas tanto ligeras
como pesadas, a la identificacion de las CDR, a la identificacién de aminoacidos de

superficie, y a los medios para su expresién en la forma recombinante. El aminoacido

\S
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primario y las secuencias del DNA de las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39, y de las versiones

humanizadas, se describen aqui.

Las lineas de células de hibridoma que producen los anticuerpos anti-CD38, 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 murinos han sido depositadas en la
American Type Culture Collection (10801 University Bld, Manassas, VA, 20110-2209,
USA), el 21 de junio de 2006, con los nimeros de depodsito PTA-7667, PTA-7669, PTA-
7670, PTA-7666, PTA-7668, y PTA-7671, respectivamente.

El alcance de la presente invencioén no esta limitado a los anticuerpos y fragmentos que
comprenden estas secuencias. En cambio, todos los anticuerpos y fragmentos que se
unen especificamente a CD38 y son capaces de destruir las células CD38" por
apoptosis, ADCC, y/o CDC, estan dentro del alcance de la presente invencién. Asi, los
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo pueden diferir de los anticuerpos 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 o de los derivados humanizados en las
secuencias de aminoacidos de su armazén proteico (scaffold), en las CDR, en la
cadena ligera y en la cadena pesada, y aun asi estan dentro del alcance de la presente

invencion.

En una realizacion, esta invencién proporciona anticuerpos o fragmentos de éstos que
se unen al epitopo que comprenden una o mas CDR que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, y 36. En una realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion
comprenden al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera, y dicha
cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de
aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3,7, 8, 9,
13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 31, 32, y 33, y dicha cadena ligera comprende tres
CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que
consiste en las SEQ ID NOS: 4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17, 18, 22, 23, 24, 28, 29, 30, 34,
35, y 36.

En una realizacién mas preferida, los anticuerpos de la invencion comprenden tres CDR
que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de las SEQ ID NOS: 1,
2, 3,4, 5, y 6. En una realizacidén adicional mas preferida, se proporciona un anticuerpo
385B13, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera, y
dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de
aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 1, 2, y 3, y dicha cadena ligera
comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos que
consisten en las SEQ ID NOS: 4, 5,y 6.

En otra realizacién mas preferida, los anticuerpos de la invencién comprenden tres CDR

\\0
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que tienen secuencias de aminodcidos seleccionadas del grupo de las SEQ ID NOS:
7.8, 9, 10, 11, y 12. En una realizacion adicional mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB18, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen
secuencias de aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 7, 8, y 9, y dicha
cadena ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de

aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 10, 11, y 12.

En otra realizacion mas preferida, los anticuerpos de la invencién comprenden tres CDR
que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de las SEQ 1D NOS:
13, 14, 15, 16, 17, y 18. En una realizacion adicional mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB19, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen
secuencias de aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 13, 14, y 15, y dicha
cadena ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de

aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 16, 17,y 18.

En otra realizacién mas preferida, los anticuerpos de la invencién comprenden tres CDR
que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de las SEQ ID NOS:
19, 20, 21, 22, 23, 24. En una realizacién adicional mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB30, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen
secuencias de aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 19, 20, y 21, y dicha
cadena ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de

aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 22, 23, y 24.

En otra realizaciéon mas preferida, los anticuerpos de la invencion comprenden tres CDR
que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de las SEQ ID NOS:
25, 26, 27, 28, 29, y 30. En una realizacion adicional mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB31, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen
secuencias de aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 25, 26, y 27, y dicha
cadena ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de

aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 28, 29, y 30.

En otra realizacién mas preferida, los anticuerpos de la invencién comprenden tres CDR
que tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de 31, 32, 33, 34, 35,y
36. En una realizacién adicional mas preferida, se proporciona un anticuerpo 38SB39,
que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera, y dicha
cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de
aminoacidos que consisten en las SEQ ID NOS: 31, 32, y 33, y dicha cadena ligera

comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos que

\0(
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consisten en las SEQ ID NOS: 34, 35, y 36.

En otra realizacion, los anticuerpos anti-CD38 de la invencidon comprenden una V| que
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: V., para 38, 40, 42, 44, 46, y 48. En una realizacion mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB13 que comprende una V| que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 38. En una realizacion mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB18 que comprende una V|, que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 40. En una realizacién mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB19 que comprende una V| que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 42. En una realizacién mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB30 que comprende una V_ que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 44. En una realizacién mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB31 que comprende una V| que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ [D NO: 46. En una realizacién mas preferida, se
proporciona un anticuerpo 38SB39 que comprende una V_ que tiene una secuencia de
aminoacidos que consiste en la SEQ ID NO: 48.

En otra realizacion preferida, los anticuerpos de la invencion comprenden una Vy que
tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ
ID NOS: 50, 52, 54, 56, 58, y 60. En una realizacién mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB13 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 50. En una realizacién mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB18 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 52. En una realizaéién mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB19 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 54. En una realizacién mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB30 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 56. En una realizacién mas preferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB31 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 58. En una realizacién mas préferida, se proporciona un
anticuerpo 38SB39 que comprende una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
que consiste en la SEQ ID NO: 60.

ANTICUERPOS QUIMERICOS Y HUMANIZADOS 38SB13, 38SB18, 38SB19,
38SB30, 38SB31 Y 38SB39

Como se utiliza en la presente memoria, un “anticuerpo quimérico”, es un anticuerpo en
el que la region constante, o una porcion de ésta, estd alterada, reemplazada, o
intercambiada, de manera que la region variable esta unida a una regién constante de
una especie diferente, o que pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo.

“Anticuerpo quimérico”, se refiere también a un anticuerpo en el que la region variable,
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0 una porcion de ésta, esta alterada, reemplazada, o intercambiada, de manera que la
region constante esta unida a una regioén variable de una especie diferente, o que
pertenece a otra clase o subclase de anticuerpo. Los métodos para producir
anticuerpos quimeéricos son conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Morrison,
1985, Science, 229: 1202; Oi et al., 1986, BioTechniques, 4. 214; Gillies et al., 1989, J.
Immunol. Methods, 125. 191-202; Pat. de EEUU Nos. 5.807.715; 4.816.567; y

4.816.397, que se incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad.

En una realizaciéon de la invencién, se proporcionan versiones quiméricas de 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39. En particular, dichas versiones
quiméricas contienen al menos una regién constante humana. En una realizaciéon mas

preferida, esta region constante humana es la region constante [gG1/Kappa humana.

El término “anticuerpo humanizado”, como se usa en esta memoria, se refiere a un
anticuerpo quimérico que contiene una secuencia minima obtenida de inmunoglobulina
no humana. El objetivo de la humanizacién es una reduccion de la inmunogenicidad de
un anticuerpo xenogénico, tal como un anticuerpo murino, para su introduccién en un
ser humano, a la vez que mantiene intactas la afinidad y especificidad de unién del
anticuerpo frente al antigeno. Los anticuerpos humanizados, o anticuerpos adaptados
para evitar el rechazo de otros mamiferos, se pueden producir utilizando varias
tecnologias tales como la modificacion en superficie y el injerto de CDR. Tal y como se
utiliza en la presente memoria, la tecnologia de modificacién en superficie utiliza una
combinacién de modelado molecular, analisis estadistico y mutagenesis para alterar las
superficies no CDR de [as regiones variables del anticuerpo para que se asemejen a las
superficies de anticuerpos conocidos del hospedante diana. La tecnologia de injerto de
CDR implica reemplazar las regiones determinantes de la complementariedad, por
ejemplo, por las de un anticuerpo de ratén, en un dominio marco humano, por ejemplo,
véase el documento WO 92/22653. Los anticuerpos quiméricos humanizados tienen
preferiblemente las regiones constantes y regiones variables aparte de las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) obtenidas sustancial o exclusivamente a
partir de las correspondientes regiones del anticuerpo humano y las CDR obtenidas

sustancial o exclusivamente a partir de un mamifero distinto de un ser humano.

Las estrategias y métodos para la modificacidn en superficie de los anticuerpos, y otros
métodos para reducir la inmunogenicidad de los anticuerpos en un hospedante
diferente, estan descritos en la Patente de EEUU 5.639.641, que se incorpora en la
presente memoria en su totalidad como referencia. Brevemente, en un método
preferido, (1) se generan alineamientos de posiciones de un agrupamiento de regiones
variables de cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos para dar lugar a un conjunto de
posiciones expuestas a la superficie del marco de |a region variable de cadena pesada
y ligera, en el que las posiciones de alineamiento para todas las regiones variables son

al menos aproximadamente idénticas en un 98 %, (2) se define un conjunto de residuos
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de aminoacidos expuestos en la superficie del marco de la region variable de cadena
pesada y ligera para un anticuerpo de roedor (o fragmento de éste); (3) se identifica un
conjunto de residuos de aminoacidos expuestos en la superficie del marco de la regién
variable de cadena pesada y ligera que es el mas idéntico al conjunto de residuos de
aminoacidos expuestos en la superficie del roedor; (4) el conjunto de residuos de
aminoacidos expuestos en |a.superficie del marco de la regiéon variable de cadena
pesada y ligera definido en la etapa (2) se sustituye con el conjunto de residuos de
aminoacidos expuestos en la superficie del marco de la region variable de cadena
pesada y ligera definido en la etapa (3), excepto los residuos de aminoacidos que estan
en el intervalo de 5 A de cualquier atomo de cualquier residuo de las regiones
determinantes de la complementariedad del anticuerpo de roedor; y (5) se produce el

anticuerpo de roedor humanizado que tiene especificidad de unién.

Los anticuerpos se pueden humanizar utilizando varias técnicas diferentes incluyendo
injerto de CDR (EP 0 239 400; WO 91/09967; Patentes de EEUU Nos. 5.530.101; y
5.585.089), recubrimiento o modificacion en superficie (EP 0 592 106; EP 0 519 596;
Padlan E. A., 1991, Molecular Immunology 28(4/5). 489-498; Studnicka G. M. et al,,
1994, Protein Engineering, 7(6). 805-814; Roguska M.A. et al., 1994, PNAS, 91: 969-
973), y cambio de cadena (U.S. Pat. No. 5.565.332). Los anticuerpos humanos se
pueden obtener por una variedad de métodos conocidos en la técnica incluyendo los
métodos de exposicion en fagos. Véanse también las Patentes de EEUU Nos.
4,444 887, 4.716.111, 5545806, y 5.814.318; y las Publicaciones de Solicitud de
Patentes Internacionales nimeros WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, WO
98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, y WO 91/10741 (dichas referencias se
incorporan como referencia en su totalidad).

La presente invencién proporciona anticuerpos humanizados o fragmentos de los
mismos, que reconocen las CD38 y destruyen las células CD38" por apoptosis, ADCC,
y/lo CDC. En ofra realizacién, los anticuerpos humanizados o los fragmentos de estos
que se unen al epitopo tienen la capacidad de destruir dichas células CD38" por los tres
mecanismos. En otra realizacién adicional, los anticuerpos humanizados o los
fragmentos de estos que se unen al epitopo de la invencién son capaces de destruir
dichas células CD38" por apoptosis incluso en ausencia de células del estroma o de

citocinas derivadas del estroma.

Una realizacidon preferida de dicho anticuerpo humanizado es un anticuerpo
humanizado 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39, o uno de sus
fragmentos que se unen al epitopo.

En realizaciones mas preferidas, se proporcionan versiones modificadas en superficie o
humanizadas de los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y

38SB39 en las que los residuos expuestos a la superficie del anticuerpo o sus
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fragmentos estan reemplazados tanto en las cadenas ligeras como en las pesadas por
las superficies de anticuerpos humanos conocidos mas parecidas. Los anticuerpos
humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 o sus fragmentos
que se unen al epitopo, de la presente invencion, tienen propiedades mejoradas. Por
ejemplo, los anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y
38SB39 o sus fragmentos que se unen al epitopo reconocen especificamente la
proteina CD38. Mas preferiblemente, los anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18,
38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 o sus fragmentos que se unen al epitopo tienen la
capacidad adicional de destruir una célula CD38", por apoptosis, ADCC, y/o CDC.

Las versiones humanizadas de los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, y 38SB39 estan también aqui completamente caracterizadas en relacién con
sus respectivas secuencias de aminoacidos de las regiones variables tanto de cadena
ligera como de cadena pesada, las secuencias de DNA de los genes para las regiones
variables de cadena ligera y pesada, la identificacion de las CDR, la identificacion de
sus aminoacidos de superficie, y la descripcion de medios para su expresién en forma
recombinante. Sin embargo, el alcance de la presente invencién no esta limitado a los
anticuerpos y fragmentos que comprenden estas secuencias. En cambio, todos los
anticuerpos y fragmentos que se unen especificamente a CD38 y que son capaces de
destruir las células CD38" por apoptosis, ADCC, y/o CDC, estan dentro del alcance de
la presente invenciéon. Preferiblemente, tales anticuerpos son capaces de destruir las
células CD38" por los tres mecanismos. Asi, los anticuerpos y los fragmentos de
anticuerpo que se unen al epitopo de la presente invencién pueden diferir de los
anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 o de los derivados
humanizados de los mismos, en las secuencias de aminoacidos de su armazén proteico
(scaffold), en las CDR, en la cadena ligera y en la cadena pesada, y aun asi estan

dentro del alcance de la presente invencién.

Las CDR de los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 se
identifican por modelado y se han predicho sus estructuras moleculares. De nuevo,
aunque las CDR son importantes para el reconocimiento del epitopo, no son esenciales
para los anticuerpos y fragmentos de la invencion. De acuerdo con esto, se
proporcionan anticuerpos y fragmentos que tienen propiedades mejoradas producidos,
por ejemplo, mediante maduraciéon de la afinidad de un anticuerpo de la presente

invencion.

Las secuencias de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de los
anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39, y las secuencias
de sus CDR no se conocian previamente y se exponen en esta solicitud. Dicha
informacion se puede utilizar para producir versiones humanizadas de los anticuerpos
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39. Estos anticuerpos

humanizados anti-CD38 o sus derivados se pueden utilizar también como el agente de



19

unién a las células de la presente invencién.

Por lo tanto, en una realizacién, esta invencion proporciona anticuerpos humanizados o
sus fragmentos que se unen al epitopo que comprenden una o mas CDR que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, y 36. En una realizacién preferida, los anticuerpos
humanizados de la invencién comprenden al menos una cadena pesada y al menos
una cadena ligera, y dicha cadena pesada comprende tres CDR secuenciales que
tienen secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID
NOS: 1, 2, 3,7, 8, 9, 13, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 31, 32, y 33, y dicha cadena
ligera comprende tres CDR secuenciales que tienen secuencias de aminoacidos
seleccionadas del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 4, 5, 6, 10, 11, 12, 16, 17,
18, 22, 23, 24, 28, 29, 30, 34, 35, y 36. En una realizacion adicional preferida, se
proporciona una versién humanizada de 38SB13, que comprende al menos una cadena
pesada y al menos una cadena ligera, en la que dicha cadena pesada comprende tres
regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que tienen las
secuencias de aminodacidos representadas por las SEQ ID NOS: 1, 2,y 3, y en la que
dicha cadena ligera comprende tres regiones determinantes de la complementariedad
secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID
NOS: 4, 5, y 6. En otra realizaciéon adicional preferida, se proporciona una versién
humanizada de 38SB18, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una
cadena ligera, en la que dicha cadena pesada comprende tres regiones determinantes
de la complementariedad secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NOS: 7, 8, vy 9, y en la que dicha cadena ligera
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que
tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 10, 11,y 12.
En otra realizacién adicional preferida, se proporciona una versién humanizada de
38SB19, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,
en la que dicha cadena pesada comprende tres regiones determinantes de la
complementariedad secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NOS: 13, 14, y 15, y en la que dicha cadena ligera
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que
tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 16, 17,y 18.
En otra realizaciéon adicional preferida, se proporciona una versidon humanizada de
38SB30, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,
en la que dicha cadena pesada comprende tres regiones determinantes de la
complementariedad secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NOS: 19, 20, y 21, y en la que dicha cadena ligera
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que
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tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 22, 23, y 24.
En ofra realizacién adicional preferida, se proporciona una versién humanizada de
38SB31, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,
en la que dicha cadena pesada comprende tres regiones determinantes de la
complementariedad secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NOS: 25, 26, y 27, y en la que dicha cadena ligera
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que
tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 28, 29, y 30.
En otra realizacion adicional preferida, se proporciona una version humanizada de
38SB39, que comprende al menos una cadena pesada y al menos una cadena ligera,
en la que dicha cadena pesada comprende tres regiones determinantes de la
complementariedad secuenciales que tienen las secuencias de aminoacidos
representadas por las SEQ ID NOS: 31, 32, y 33, y en la que dicha cadena ligera
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que
tienen las secuencias de aminoacidos representadas por las SEQ ID NOS: 34, 35, y 36.

En una realizacién, esta invencion proporciona anticuerpos humanizados o fragmentos
de los mismos que comprenden una Vy que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de las SEQ ID NOS: 66 y 72. En una realizacién preferida, se
proporciona un anticuerpo humanizado 38SB19 que comprende una Vy que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 66. En otra realizacion
preferida, se proporciona un anticuerpo humanizado 38SB31 que comprende una Vy

que tiene una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 72.

En otra realizacién, esta invencion proporciona anticuerpos humanizados o fragmentos
de los mismos que comprenden una V, que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de las SEQ ID NOS: 62, 64, 68, y 70. En una realizacion
preferida, se proporciona un anticuerpo humanizado 38SB19 que comprende una V,
que tiene una secuencia de aminoacidos elegida del grupo de las SEQ ID NOS: 62 y
64. En otra realizaciéon preferida, se proporciona un anticuerpo humanizado 38SB31
que comprende una V. que tiene una secuencia de aminoacidos elegida del grupo de
las SEQ ID NOS: 68y 70.

Los anticuerpos humanizados 38SB19 y los fragmentos de estos que se unen al
epitopo de la presente invencion pueden incluir también sustituciones en los residuos

de aminoacidos de la cadena ligera y/o pesada en una o mas posiciones definidas por

los residuos sombreados en la Tabla 1A y 1B que representan los residuos del marco .

de superficie murino que han sido cambiados del residuo murino original al
correspondiente residuo de superficie marco en el anticuerpo humano, 28E4. Los
residuos con asterisco (*) en la Tabla 1B corresponden a las retromutaciones murinas
en la variante humanizada de cadena pesada de 38SB19 (SEQ ID NO:65). Los
residuos para retromutaciones estan préoximos a las CDR y se eligieron como se
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describe en la Patente de Estados Unidos No. 5.639,641 o en analogia a la seleccion
de residuos que en esfuerzos previos de humanizaciéon habian dado como resultado
una disminucién de la afinidad de union al antigeno (Roguska et al, 1996,
Publicaciones de Solicitudes de Patentes de Estados Unidos 2003/0235582 vy
2005/0118183).

Asimismo, los anticuerpos humanizados 38SB13, 38SB18, 38SB30, 38SB31, y 38SB39
y los fragmentos de estos que se unen al epitopo de la presente invencion pueden
incluir también la sustitucion en los residuos de aminoacidos de la cadena ligera y/o

pesada.

POLINUCLEOTIDOS, VECTORES Y CELULAS HOSPEDANTES

Se proporcionan los acidos nucleicos que codifican los anticuerpos anti-CD38 de la
invencion. En una realizacién, la- molécula de acido nucleico codifica una cadena
pesada y/o una cadena ligera de una inmunoglobulina anti-CD38. En una realizacién
preferida, un Unico acido nucleico codifica una cadena pesada de una inmunoglobulina
anti-CD38 y otra molécula de acido nucleico codifica la cadena ligera de una
inmunoglobulina anti-CD38.

En otro aspecto de esta invencion, se proporcionan polinucleétidos que codifican
polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de las
SEQIDNOS: 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, y 72. En una realizacién preferida, el polinucleétido de la
invencion se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NOS: 37, 39, 41, 43, 45,
47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, y 71. La invencion no esta limitada a
dichos polinucleétidos per se sino que incIuyé también todos los polinucledtidos que
presentan al menos un 80 % de identidad con dichos polinucleétidos.

La invencion proporciona vectores que comprenden los polinucleétidos de la invencion.
En una realizacion, el vector contiene un polinucleétido que codifica una cadena pesada
de una inmunoglobulina anti-CD38. En otra realizacion, dicho polinucleétido codifica la
cadena ligera de una inmunoglobulina anti-CD38. La invencién proporciona también
vectores que comprenden moléculas de polinucleétido que codifican proteinas de

fusion, anticuerpos modificados, fragmentos de anticuerpos, y sondas de éstos.

Con el fin de expresar la cadena pesada y/o la cadena ligera de los anticuerpos anti-
CD38 de la invencién, los polinucledtidos que codifican dichas cadenas pesadas y/o
ligeras se insertan en vectores de expresién de manera que los genes estan unidos de
manera operativa a secuencias de transcripcion y traduccion. Los vectores de expresién
incluyen plasmidos, YAC, cédsmidos, retrovirus, episomas derivados de EBV, y todos los

demas vectores que el experto en la técnica sabra que son convenientes para asegurar
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la expresién de dichas cadenas pesadas y/o ligeras. El experto en la técnica se dara
cuenta de que los polinucleétidos que codifican las cadenas pesadas y ligeras pueden
clonarse en diferentes vectores o en el mismo vector. En una realizacién preferida,

dichos polinucleétidos se clonan en el mismo vector.

Los polinucleétidos de la invencién y los vectores que comprenden estas moléculas se
pueden usar para la transformacién de una célula hospedante adecuada de un
mamifero. La transformaciéon se puede realizar mediante cualquier método conocido
para introducir polinucleétidos en una célula hospedante. Dichos métodos son muy
conocidos para el experto en la técnica e incluyen transformacién mediada por
dextrano, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccién mediada por polibreno, fusién
de protoplastos, electroporacién, encapsulacion del polinucleétido en liposomas,

inyeccion biolistica y microinyeccién directa de DNA en nucleos.

FRAGMENTOS DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos de la presente invencion incluyen tanto los anticuerpos de longitud
completa discutidos anteriormente, como los fragmentos de los mismos que se unen al
epitopo. Tal y como se utiliza en la presente memoria, “fragmentos de anticuerpo”
incluyen cualquier porcién de un anticuerpo que retiene la capacidad de unirse al
epitopo reconocido por el anticuerpo de longitud completa, denominados de manera
general “fragmentos que se unen al epitopo”. Los ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen, pero sin limitarse a ellos, Fab, Fab’ y F(ab’)2, Fd, Fv de cadena
Unica (scFv), anticuerpos de cadena Unica, Fv unidos por disulfuro (dsFv) y fragmentos
que comprenden una regiéon VL o VH. Los fragmentos que se unen al epitopo,
incluyendo los anticuerpos de cadena unica, pueden comprender las regiones variables
solas 0 en combinacién con la totalidad o una porcion de los siguientes: regién bisagra,
dominios CH1, CH2, y CH3.

Dichos fragmentos pueden contener uno o ambos fragmentos Fab o el fragmento
F(ab)2. Preferiblemente, los fragmentos de anticuerpo contienen las seis CDR del
anticuerpo completo, aunque también son funcionales los fragmentos que contienen
menos de todas estas regiones tal como tres, cuatro o cinco CDR. Ademas, los
fragmentos pueden ser o pueden combinar miembros de una cualquiera de las
siguientes clases de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD, o IgE, y las subclases de
estas.

Los fragmentos Fab y F(ab’)2 se pueden producir mediante escision proteolitica,
utilizando enzimas tales como papaina (fragmentos Fab) o pepsina (fragmentos
F(ab’)2).

Los fragmentos “FV de cadena Unica” (“scFv”) son fragmentos que se unen al epitopo

que contienen al menos un fragmento de una regién variable de cadena pesada de un
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anticuerpo (Vy) unida al menos a un fragmento de una regién variable de cadena ligera
de un anticuerpo (V). El conector puede ser un péptido corto, flexible seleccionado
para asegurar que se produce el plegamiento tridimensional apropiado de las regiones
VL y Vy una vez que se han unido con el fin de mantener la especificidad de unién a la
molécula diana del anticuerpo completo del que se obtiene el fragmento del anticuerpo
de cadena Unica. El carboxilo terminal de la secuencia V|, o Vy se puede unir
covalentemente mediante un conector al aminoacido terminal de una secuencia

complementaria VL o V.

Los fragmentos de anticuerpos de cadena Unica de la presente invencion contienen
secuencias de aminoacidos que tienen al menos una de las regiones variables o
determinantes de la complementariedad (CDR) de los anticuerpos completos descritos
en esta memoria descriptiva, pero carecen de algunos o de todos los dominios
constantes de esos anticuerpos. Estos dominios constantes no son necesarios para la
unién al antigeno, pero constituyen una porcidn importante de la estructura de los
anticuerpos completos. Los fragmentos de anticuerpos de cadena Unica pueden, por lo
tanto, solucionar algunos de los problemas asociados con el uso de anticuerpos que
contienen una parte de un dominio constante o todo el dominio. Por ejemplo, los
fragmentos de anticuerpos de cadena unica normalmente estan libres de interacciones
no deseadas entre las moléculas bioldgicas y la regiéon constante de cadena pesada, u
otra actividad biolégica no deseada. Ademas, los fragmentos de anticuerpos de cadena
Unica son considerablemente mas pequefios que los anticuerpos completos y pueden
tener, por lo tanto, mayor permeabilidad capilar que los anticuerpos completos, o que
permite que los fragmentos de anticuerpos de cadena unica se localicen y se unan a
sitios diana de unién de antigenos mas eficazmente. Ademas, los fragmentos de
anticuerpos se pueden producir en una escala relativamente grande en células
procariotas, facilitando asi su produccion. Es mas, el tamafo relativamente pequefio de
los fragmentos de anticuerpo de cadena Unica hace que sea menos probable que

provoquen una respuesta inmune en un receptor que los anticuerpos completos.

Los fragmentos de anticuerpos de cadena uUnica se pueden generar mediante clonacion
molecular, banco de exposicidon de anticuerpos en fagos o técnicas similares muy
conocidos por el experto en la técnica. Estas proteinas se pueden producir, por
ejemplo, en células eucariotas o células procariotas, incluyendo bacterias. Los
fragmentos que se unen al epitopo de la presente invencion también se pueden generar
utilizando diferentes métodos de exposicion en fagos conocidos en la técnica. En los
métodos de exposicion en fagos, los dominios funcionales del anticuerpo se exponen
en la superficie de las particulas del fago que contienen las secuencias de
polinucledtido que los codifican. En particular, dicho fago se puede utilizar para exponer
dominios de unién al epitopo expresados de un repertorio o de un banco combinado de
anticuerpos (por ejemplo, humanos o murinos). El fago que expresa un dominio de
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unién al epitopo que se une al antigeno de interés se puede seleccionar o identificar
con antigeno usando, por ejemplo, un antigeno marcado unido o capturado en una
superficie sélida o en una perfa. Los fagos utilizados en estos métodos son tipicamente
fagos filamentosos que incluyen los dominios de unién fd y M13 expresados a partir de
fagos con los dominios del anticuerpo Fab, Fv o Fv estabilizados con disulfuro
fusionados por recombinacién con la proteina del fago del gen il o gen VIII.

Los ejemplos de métodos de exposicion en fagos que se pueden utilizar para obtener
los fragmentos que se unen al epitopo de la presente invencién incluyen los descritos
en Brinkman et al., 1995, J. Immunol. Methods, 182. 41-50; Ames et al., 1995, J.
Immunol. Methods, 184: 177-186; Kettleborough et al., 1994, Eur. J. Immunol., 24: 952-
958; Persic et al., 1997, Gene, 187: 9-18; Burton et al., 1994, Advances in Immunology,

57: 191-280; WO/1992/001047; WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047;

WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 95/20401; y Pat. de EEUU Nos.
5.698.426; 5.223.409; 5.403.484; 5.580.717; 5.427.908; 5.750.753; 5.821.047;
5.571.698; 5.427.908; 5.516.637; 5.780.225; 5.658.727; 5.733.743 y 5.969.108; cada

uno de los cuales se incorpora en la presente memoria como referencia en su totalidad.

Después de la seleccion del fago, las regiones del fago que codifican los fragmentos se
pueden aislar y utilizar para generar los fragmentos que se unen al epitopo mediante
expresion en un hospedante elegido, incluyendo células de mamiferos, células de
insectos, células de plantas, levaduras, y bacterias, utilizando tecnologia de DNA
recombinante, por ejemplo, como se describe con detalle mas adelante. Por ejemplo,
también se pueden emplear técnicas para producir de manera recombinante
fragmentos Fab, Fab’ y F(ab’)2 utilizando métodos conocidos en la técnica tales como
los descritos en la Publicaciéon WO 92/22324; Mullinax et al., 1992, BioTechniques,
12(6): 864-869; Sawai et al., 1995, AJRI, 34: 26-34; y Better et al., 1988, Science,
240:1041-1043; incorporandose dichas referencias como referencia en su totalidad. Los
ejemplos de técnicas que se pueden utilizar para producir Fv y anticuerpos-de cadena
Unica incluyen los descritos en las Pat. de EEUU Nos. 4.946.778 y 5.258.498; Huston et
al., 1991, Methods in Enzymology, 203: 46-88; Shu et al., 1993, PNAS, 90: 7995-7999;
Skerra et al., 1988, Science, 240:1038-1040.

EQUIVALENTES FUNCIONALES

En el alcance de la invencidn estan incluidos también los equivalentes funcionales del
anticuerpo anti-Cd38 y el anticuerpo humanizado anti-receptor CD38. El término
“equivalentes funcionales” incluye anticuerpos con secuencias homologas, anticuerpos
quiméricos, anticuerpos artificiales y anticuerpos modificados, por ejemplo, en los que
cada equivalente funcional esta definido por su capacidad para unirse a la proteina
CD38. El experto en la técnica entendera que existe una superposicion en el grupo de

moléculas denominado “fragmentos de anticuerpo® y el grupo denominado
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“equivalentes funcionales.” Los métodos para producir equivalentes funcionales son
conocidos por los expertos en la técnica y estan descritos, por ejemplo, en los
documentos WO 93/21319, EP 239.400; WO 89/09622; EP 338.745; y EP 332,424, que

se incorporan como referencia en sus totalidades respectivas.

Los anticuerpos con secuencias homdlogas son aquellos anticuerpos con secuencias
de aminoacidos que tienen homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos
de un anticuerpo anti-CD38 y un anticuerpo humanizado anti-CD38 de la presente
invencion. Preferiblemente, la homologia existe con la secuencia de aminoacidos de las
regiones variables del anticuerpo anti-CD38 y del anticuerpo humanizado anti-CD38 de
la presente invencidn. “Homologia de secuencia” tal como se aplica a una secuencia de
aminoacidos en la presente memoria se define como una secuencia con al menos
aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 6 94 % de homologia de secuencia, y mas
preferiblemente al menos aproximadamente 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 6 99 % de
homologia de secuencia con otra secuencia de aminoacidos, determinada, por ejemplo,
mediante el método de busqueda FASTA segun Pearson and Lipman, 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 85: 2444-2448.

Los anticuerpos artificiales incluyen fragmentos scFv, fragmentos bivalentes,
fragmentos trivalentes, fragmentos tetravalentes y mru (véanse las revisiones por
Winter, G. and Milstein, C., 1991, Nature, 349: 293-299; Hudson, P.J., 1999, Current
Opinion in Immunology, 11: 548-557), cada uno de los cuales tiene capacidad para
unirse al antigeno. En el fragmento de cadena Unica Fv (scFv), los dominios Vi y VL de
un anticuerpo estan conectados mediante un péptido flexible. Tipicamente, este péptido
conector tiene una longitud de aproximadamente 15 residuos de aminoacidos. Si el
conector es mucho mas pequefio, por ejemplo 5 aminoacidos, se forman fragmentos
divalentes, que son dimeros divalentes scFv. Si el conector se reduce a menos de tres
residuos de aminoacidos, se forman estructuras triméricas y tetraméricas que se
denominan fragmentos trivalentes y tetravalentes. La unidad de unién mas pequefia de
un anticuerpo es una CDR, tipicamente la CDR2 de la cadena pesada que tiene un
reconocimiento y unién especificas suficientes como para poder utilizarse de manera
independiente. Dicho fragmento se denomina unidad de reconocimiento molecular o
mru. Varios de estos mru se pueden unir con péptidos conectores cortos, formando por

lo tanto una proteina de unidn artificial con una mayor avidez que un unico mru.

Los equivalentes funcionales de la presente solicitud incluyen también anticuerpos
modificados, por ejemplo, anticuerpos modificados mediante la unién covalente de
cualquier tipo de molécula al anticuerpo. Por ejemplo, los anticuerpos modificados
incluyen anticuerpos que han sido modificados, por ejemplo, por glicosilacion,
acetilacion, pegilacion, fosforilacién, amidacién, derivatizacion por grupos
protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, unién a un ligando celular u

otra proteina, etc. La unidén covalente no impide al anticuerpo generar una respuesta
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anti-idiotipica. Estas modificaciones se pueden realizar mediante técnicas conocidas,
incluyendo, pero sin limitarse a ellas, escisién quimica especifica, acetilacion,
formilacion, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, los anticuerpos

modificados pueden contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los equivalentes funcionales se pueden producir intercambiando diferentes CDR en
diferentes cadenas dentro de diferentes marcos. Asi, por ejemplo, son posibles
diferentes clases de anticuerpo para un conjunto de CDR dado mediante sustitucién de
diferentes cadenas pesadas, con lo que, por ejemplo, se pueden producir tipos e
isotipos de anticuerpos IgG1-4, IgM, IgA1-2, IgD, e IgE. De manera similar, los
anticuerpos artificiales dentro del alcance de la invencién se pueden producir

incluyendo un conjunto de CDR dado en un marco completamente sintético.

Los equivalentes funcionales se pueden producir mediante mutacion, delecion y/o
insercién dentro de las secuencias de la region variable y/o constante que flanquean un
conjunto particular de CDRs, utilizando una amplia variedad de métodos conocidos en
la técnica. Los fragmentos de anticuerpo y los equivalentes funcionales de la presente
invencidn engloban aquellas moléculas con un nivel detectable de union a CD38,
cuando se comparan con el anticuerpo 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o
38SB39. Un nivel detectable de unidn incluye todos los valores en el intervalo de al
menos 10-100 %, preferiblemente al menos 50 %, 60 % o 70 %, mas preferiblemente al
menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 99 % de la capacidad de unién del anticuerpo
murino 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, 0 38SB39, a CD38.

ANTICUERPOS MEJORADOS

Las CDR son muy importantes para el reconocimiento del epitopo y la unién del
anticuerpo. Sin embargo, se pueden realizar cambios en los residuos que comprenden
las CDR sin interferir con la capacidad del anticuerpo de reconocer y unirse a su
epitopo correspondiente. Por ejemplo, se pueden realizar cambios que no afectan al
reconocimiento del epitopo, pero que incrementan la capacidad de unién del anticuerpo

al epitopo.

Asi, también estan incluidas en el alcance de la presente invencién versiones
mejoradas tanto de los anticuerpos murinos como de los anticuerpos humanizados, que
también reconocen y se unen especificamente a CD38, preferiblemente con una

afinidad incrementada.

Varios estudios han examinado los efectos de introducir uno o mas cambios de
aminodacidos en diferentes posiciones en la secuencia de un anticuerpo, tomando como
base el conocimiento de la secuencia del anticuerpo primario, sus propiedades tales
como la unién y el nivel de expresion (Yang, W. P. et al., 1995, J. Mol. Biol., 254: 392-
403; Rader, C. et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 8910-8915; Vaughan, T. J.
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et al., 1998, Nature Biotechnology, 16: 535-539).

En estos estudios, se han generado equivalentes del anticuerpo primario cambiando las
secuencias de los genes de la cadena pesada y ligera en las CDR1, CDR2, CDR3, o
regiones del marco, utilizando métodos tales como mutagénesis dirigida a un sitio
mediada por oligonucledtidos, mutagénesis en casete, PCR propenso a error,
transposicién de secuencias de DNA, o cepas mutantes de E. coli (Vaughan, T. J. ef al.,
1998, Nature Biotechnology, 16: 535-539; Adey, N. B. et al., 1996, Capitulo 16, p. 277-
291, en “Phage Display of Peptides and Proteins”, Eds. Kay, B. K. et al., Academic
Press). Estos métodos para cambiar la secuencia del anticuerpo primario han dado
como resultado afinidades mejoradas de los anticuerpos secundarios (Gram, H. et al.,
1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89: 3576-3580; Boder, E. T. et al., 2000, Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 97: 10701-10705; Davies, J. and Riechmann, L., 1996,
Immunotechnolgy, 2: 169-179; Thompson, J. et al., 1996, J. Mol. Biol., 256: 77-88,;
Short, M. K. et al., 2002, J. Biol. Chem., 277: 16365-16370; Furukawa, K. et al., 2001, J.
Biol. Chem., 276: 27622-27628).

Mediante una estrategia similar dirigida de cambio de uno o mas residuos de
aminoacidos del anticuerpo, las secuencias del anticuerpo descritas en esta invencién
se pueden usar para desarrollar anticuerpos anti-CD38 con funciones mejoradas,

incluyendo una mejor afinidad para CD38.

Las sustituciones preferidas de aminoacidos son aquellas que: (1) reducen la
susceptibilidad a la proteolisis, (2) reducen la susceptibilidad a la oxidacion, (3) alteran
la afinidad de unidn para formar complejos proteicos, y (4) confieren o modifican otras
propiedades fisico-quimicas o funcionales de dichos analogos. Los analogos pueden
incluir diferentes muteinas de una secuencia distinta de la secuencia peptidica natural.
Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones de aminoacidos unicas o multiples
(preferiblemente sustituciones conservadoras de aminoacidos) en la secuencia natural
(preferiblemente en la porcion del polipéptido fuera del dominio que forma los contactos
intermoleculares). Una sustitucion conservadora de aminoacidos no deberia cambiar
sustancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental (por ejemplo,
un aminoacido de reemplazamiento no debe romper una hélice que esta presente en la
secuencia parental, o romper otros tipos de estructuras secundarias que caracterizan a
la secuencia parental). Los ejemplos de estructuras polipeptidicas secundarias y
terciarias reconocidas en la técnica estan descritos en Proteins, Structures and
Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman and Company, New York (1984));
Introduction to Protein Structure (C. Branden and J. Tooze, eds., Garland Publishing,
New York, N. Y. (1991)); y Thornton et al., 1991, Nature, 354: 105, que se incorpora

cada una en la presente memoria como referencia.

Los anticuerpos mejorados incluyen también aquellos anticuerpos que tienen
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caracteristicas mejoradas que se preparan mediante técnicas estandar de inmunizacién
animal, formacién de hibridomas y selecciéon de anticuerpos con caracteristicas

especificas.

Los anticuerpos mejorados segun la invencién incluyen en particular anticuerpos con
mejores propiedades funcionales. Son de especial interés aquellos anticuerpos con
mejor capacidad para mediar en las funciones efectoras citotdxicas celulares tal como
la ADCC. Se pueden obtener dichos anticuerpos haciendo sustituciones simples o
multiples en el marco constante del anticuerpo, alterando de este modo su interaccion
con los receptores Fc. Los métodos para disefiar tales mutantes se pueden encontrar
por ejemplo en Lazar et al. (2006, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103(11): 4005-4010) y
Okazaki et al. (2004, J. Mol. Biol. 336(5):1239-49). Véanse también los documentos WO
03/074679, WO 2004/029207, WO 2004/099249, WO02006/047350, WO 2006/019447,
WO 2006/105338, WO 2007/041635. Es posible también usar lineas celulares
preparadas especificamente por ingenieria genética para la produccion de anticuerpos
mejorados. En particular, estas lineas tienen alterada la regulacién de la ruta de
glicosilacion, dando como resultado anticuerpos que estan débilmente fucosilados o
incluso totalmente desfucosilados. Tales lineas celulares y los métodos para
transformarlas por ingenieria genética estan descritos, por ejemplo, en Shinkawa et al.
(2003, J. Biol. Chem. 278(5): 3466-3473), Ferrara et al. (2006, J. Biol. Chem. 281(8):
5032-5036; 2006, Biotechnol. Bioeng. 93(5): 851-61), EP 1331266, EP 1498490, EP
1498491, EP 1676910, EP 1792987, y WO 99/54342.

La presente invencion incluye también conjugados citotdxicos. Estos conjugados
citotoxicos comprenden dos componentes primarios, un agente de unién a las células y

un agente citotoxico.

Como se usa en esta memoria, el término “agente de unién a las células” se refiere a un
agente que reconoce y se une especificamente con las proteinas CD38 en la superficie
de la célula. En una realizaciéon, el agente de unidon a las células reconoce
especificamente a CD38 de modo que permite a los conjugados actuar de una manera

dirigida con pocos efectos secundarios que resultan de la unién no especifica.

En otra realizacién, el agente de unién a las células de la presente invenciéon también
reconoce especificamente la proteina CD38 de manera que los conjugados estaran en
contacto con la célula diana durante un periodo de tiempo suficiente como para permitir
que la porcion del farmaco citotoxico del conjugado actie en la célula, y/o para
proporcionar a los conjugados un tiempo suficiente como para ser internalizados por la

célula.

En una realizacion preferida, los conjugados citotdxicos comprenden un anticuerpo anti-
CD38 como el agente de union a las células, mas preferiblemente el anticuerpo
monoclonal murino anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, 0 38SB39.

q}\
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En otra realizacion preferida, el agente de union a las células es una versioén quimérica
de dicho anticuerpo anti-CD38. En una realizacion mas preferida, el conjugado
citotdxico comprende un anticuerpo humanizado 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, y 38SB39 o uno de sus fragmentos que se unen al epitopo. El anticuerpo
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 es capaz de reconocer
especificamente la CD38, y dirige el agente citotoxico hacia una célula o un tejido

anormal, tal como las células cancerosas, en una forma sefalada.

El segundo componente de los conjugados citotdxicos de la presente invencién es un
agente citotoxico. El término “agente citotéxico” como se usa en la presente memoria se
refiere a una sustancia que reduce o bloquea la funcion, o el crecimiento, de las células

y/o produce la destruccion de las células.

En las realizaciones preferidas, el agente citotoxico es un farmaco pequerio, un
profarmaco, un taxoide, un maitansinoide tal como DM1 o DM4, un derivado de
tomaimicina, un derivado de leptomicina, CC-1065 o un analogo de CC-1065. En las
realizaciones preferidas, los agentes de union a las células de la presente invencion
estan unidos covalentemente, directamente o a través de un conector escindible o no
escindible, al agente citotoxico.

Los agentes de union a las células, agentes citotoxicos, y conectores se discuten con

mas detalle a continuacion.

AGENTES DE UNION A LAS CELULAS

La eficacia de los compuestos de la presente invencion como agentes terapéuticos
depende de la seleccion cuidadosa de un agente apropiado de unioén a las células. Los
" agentes de unién a las células pueden ser de cualquier clase actualmente conocida, o
que llegue a conocerse, e incluyen péptidos y no péptidos. El agente de unién a las
células puede ser cualquier compuesto que se pueda unir a una célula, de manera
especifica 0 no especifica. Generalmente, éstos pueden ser anticuerpos (especialmente
anticuerpos monoclonales), linfoquinas, hormonas, factores de crecimiento, vitaminas,
moléculas transportadoras de nutrientes (tales como transferrina), o cualquier otra

molécula o sustancia que se une a las células.

Los ejemplos mas especificos de agentes de unién a las células que se pueden usar

incluyen:

a) anticuerpos policlonales;

b) anticuerpos monoclonales;

c) fragmentos de anticuerpos tales como Fab, Fab', y F(ab’)2, Fv
(Parham, 1983, J. Immunol., 131:; 2895-2902; Spring ef al., 1974, J.
Immunol., 113: 470-478; Nisonoff ef al, 1960, Arch. Biochem.
Biophys., 89: 230-244),

En particular, un anticuerpo monoclonal anti-CD38 seleccionado entre 38SB13,

38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 se puede utilizar como un agente de
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unién a las células segun la presente invencion. Asimismo, dicho agente de unién a las
células puede ser una version quimérica de uno de los anticuerpos monoclonales
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39. Preferiblemente, se utiliza un
anticuerpo humanizado anti-CD38 como el agente de unién a las células de la presente
invencién. Mas preferiblemente el anticuerpo humanizado anti-CD38 se selecciona de
los anticuerpos humanizados o con la superficie modificada 38SB13, 38SB18, 38SB19,
385SB30, 38SB31, y 38SB39.

AGENTES CITOTOXICOS

En otra realizacion, el anticuerpo humanizado o uno de sus fragmentos que se unen al
epitopo se puede conjugar con un farmaco, tal como un maitansinoide, para formar un
profarmaco que tiene una citotoxicidad especifica frente a las células que expresan el
antigeno dirigiendo el farmaco hacia la proteina CD38. Los conjugados citotdxicos que
comprenden dichos anticuerpos y un pequefio farmaco, altamente toxico (por ejemplo,
maitansinoides, taxanos, derivados de tomaimicina, derivados de leptomicina, y
analogos de CC-1065) se pueden utilizar como un producto terapéutico para el

tratamiento de tumores, tales como linfoma, leucemia, y mieloma muiltiple.

El agente citotoxico utilizado en el conjugado citotoxico de la presente invencion puede
ser cualquier compuesto que da como resultado la muerte celular, o induce la muerte
celular, o de alguna manera disminuye la viabilidad celular. Los agentes citotoxicos
preferidos incluyen, por ejemplo, maitansinoides y analogos de maitansinoides,
taxoides, derivados de tomaimicina, derivados de leptomicina, CC-1065 y analogos de
CC-1065, dolastatina y analogos de dolastatina, definidos mas adelante. Estos agentes
citotoxicos se conjugan con los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, equivalentes
funcionales, anticuerpos mejorados y sus analogos como se describe en la presente

memoria.

Los conjugados citotoxicos se pueden preparar mediante métodos in vitro. Con el fin de
enlazar un farmaco o profarmaco con el anticuerpo, se utiliza un grupo conector. En la
técnica son bien conocidos los grupos conectores adecuados e incluyen grupos
disulfuro, grupos tioéter, grupos acido-labiles, grupos foto-labiles, grupos peptidasa-
labiles y grupos esterasa-labiles. Los grupos conectores preferidos son los grupos
disulfuro y los grupos tioéter. Por ejemplo, se pueden construir conjugados utilizando
una reacciéon de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter entre el

anticuerpo y el farmaco o el profarmaco.
MAITANSINOIDES
Entre los agentes citotéxicos que se pueden utilizar en la presente invencion para

formar un conjugado citotoxico, estan los maitansinoides y los analogos de

maitansinoides. Los ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y
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analogos de maitansinol. Los maitansinoides son farmacos que inhiben la formacién de

microtubulos y que son altamente tdxicos para las células de los mamiferos.

Los ejemplos de ahélogos de maitansinol adecuados incluyen aquellos que tienen un
anillo aromatico modificado y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones.
Dichos maitansinoides adecuados estan descritos en las Patentes de EEUU Nos.
4.424.219; 4.256.746; 4.294.757; 4.307.016; 4.313.946; 4.315.929; 4.331.598,
4.361.650; 4.362.663; 4.364.866; 4.450.254; 4.322.348; 4.371.533; 6.333.410;
5.475.092; 5.585.499; y 5.846.545.

Los ejemplos especificos de analogos de maitansinol adecuados que tienen un anillo

aromatico modificado incluyen:

(1) C-19-descloro (Pat. de EEUU No. 4.256.746) (preparado por reduccion con LAH de

ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (o C-20-desmetil) +/-C-19-descloro (Pat. de EEUU Nos. 4.361.650 y
4.307.016) (preparado por desmetilacion utilizando Streptomyces o Actinomyces o

descloracion utilizando LAH); y

(3) C-20-desmetoxi, C-20-aciloxi (-OCORY), +/-descloro (Pat. de EEUU No 4.294.757)

(preparado por acilacion utilizando cloruros de acilo).

Los ejemplos especificos de analogos de maitansinol -adecuados que tienen

modificaciones en otras posiciones incluyen:

(1) C-9-SH (Pat. de EEUU No. 4.424.219) (preparado por la reaccion de
maitansinol con H2S o P2S5); -

(2) C-14-alcoximetil (desmetoxi/CH20R) (Pat. de EEUU No. 4.331.598);

(3) C-14-hidroximetil o aciloximetil (CH20H o CH20Ac) (Pat. de EEUU No.
4.450.254) (preparado de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (Pat. de EEUU No. 4.364.866) (preparado mediante la
conversién de maitansinol por Streptomyces);

(5) C-15-metoxi (Pat. de EEUU Nos. 4.313.946 y 4.315.929) (aislado de Trewia
nudiflora);

(6) C-18-N-desmetil (Pat. de EEUU Nos. 4.362.663 y 4.322.348) (preparado
mediante la desmetilacién de maitansinol por Streptomyces); y

(7) 4,5-desoxi (Pat. de EEUU No 4.371.533) (preparado mediante la reduccién
de maitansinol por tricloruro de titanio/LAH).

En una realizacion preferida, los conjugados citotdxicos de la presente invencién utilizan

el maitansinoide que contiene tiol (DM1), denominado formalmente N2'-desacetil-N2'-
(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como el agente citotéxico. DM1 se representa por

la siguiente férmula estructural (1):
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MeO

()

En otra realizacién preferida, los conjugados citotéxicos de la presente invencion
utilizan el maitansinoide que contiene tiol N2'-desacetil-N-2’(4-metil-4-mercapto-1-
oxopentil)-maitansina como el agente citotéxico. DM4 se representa por la siguiente

férmula estructural (11}

SH

MeO

(1)

En realizaciones adicionales de la invencidn, se pueden utilizar otras maitansinas,

incluyendo maitansinoides que contienen tiol y disulfuro que presentan una sustitucién
con mono- o di-alquilo en el atomo de carbono que lleva el dtomo de azufre. Estos
incluyen un maitansinoide que tiene, en C-3, C-14-hidroximetil, C-15-hidroxi, o C-20-
desmetil, una cadena lateral de aminoacido acilada con un grupo acilo que presenta un
grupo sulfhidrilo con impedimento estérico, en el que el atomo de carbono del grupo
acilo que lleva la funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes, siendo estos
sustituyentes CH;, C,Hs, alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas
en el que uno de los sustituyentes puede ser H, y en el que el grupo acilo tiene una
cadena lineal con una longitud de al menos tres atomos de carbono entre la
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funcionalidad carbonilo y el atomo de azufre.

Dichas maitansinas adicionales incluyen compuestos representados por la formula (l1):

0

O
o
O
Mttt
e
<

MeO

()

en la que:
Y’ representa

(CR7Rg)I((CRy=CR10)p(C=C)qA(CR5Rs)mDu(CR11=CR12){(C=C)sBy(CR3R4)nCR1R>
SZ,
en la que:

R1 ¥y R; son cada uno independientemente CHs, CoHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas Rz puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3 -10 atomos de

carbono, arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo;
Rs, Rs, Rs, Rs, R7, Rs, Rg, R11, ¥ R12 son cada uno independientemente H, CHs,
C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

ILm, n o, p, q,r s, Yytson cada uno independientemente 0 o un nimero
entero de 1 a 5, con la condicién de que al menos dosde |, m, n,0,p,q,r, syt
Nno son cero en ningun momento; y.

Z es H, SR 0 -COR, donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a
10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a
10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico

aromatico o heterocicloalquilo.
Las realizaciones preferidas de la formula (lll) incluyen los compuestos de la formula

(1) en la que:

Ries H,Ryes metiloy Zes H.
R1y Rz son metiloy Z es H.
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Ry es H, R; es metilo, y Z es —SCH3.
R1y Rz son metilo, y Z es —SCHa.
Dichas maitansinas adicionales incluyen también los compuestos representados por la

formula (1V-L), (IV-D), o (IV-D,L):

0 H Q@ H O
HyC, H HiCq & HsC
/O 7 )J\ /O . N)J\Y /O N/“\Y
May ’l\l Y May | May |
'e) O O
(IV-L) (IV-D) (IV-D,L)

en las que:

Y representa (CR7Rs)i(CRsRs)m(CR3R4)\CR1R2SZ,
en la que:

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

R3, R4, Rs, Rs, R7y Rg son cada uno independientemente H, CHa;, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

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

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

Las realizaciones preferidas de las formulas (IV-L), (IV-D) y (IV-D,L) incluyen los

compuestos de las férmulas (IV-L), (IV-D) y (IV-D,L) en las que:

R; es H, R, es metilo, Rs, Rs, R7, y Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, n
es0,yZesH.

R+ y Rz son metilo, Rs, Rg, R7, RgsoncadaunoH,lymson1,nes0,yZesH.
R; es H, R, es metilo, Rs, Rs, R7, Rg son cada uno H, | y m son cadauno 1, nes 0,y Z

es —SCH..

R; y Rz son metilo, Rs, Rg, R7, Rg son cada unoH, lymson1,nes0,yZes -
SCH;.

Preferiblemente el agente citotoxico esta representado por la formula (IV-L).

Dichas maitansinas adicionales incluyen también los compuestos representados por la
formula (V):
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V)
en la que:
Y representa (CR7R8)|(CR5R6)m(CR3R4)nCR1RzSZ,
en la que:

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

R3, R4, Rs, Re, R7, ¥ Rg son cada uno independientemente H, CHs, CzHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alguenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno independientemente un numero enterode 1 a 5, y
ademas n puede ser 0; y

Z es H, SR 0 -COR, donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a

10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a

10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo.
Las realizaciones preferidas de la férmula (V) incluyen los compuestos de la formula (V)

en la que:

R; es H, R; es metilo, Rs, Rs, R7, y Rg son cada uno H; | y m son cada uno 1; n
es0;yZesH. ,

R1y Rz son metilo, Rs, Rs, R7, y RgsoncadaunoH,lymson 1, nes0;yZes
H.

R1 es H, R es metilo, Rs, Rs, R7, y R son cada uno H, | y m son cada uno 1, n
es 0,y Zes-SCH;.

R1y Rz son metilo, Rs, Re, R7, y Rg son cadaunoH,lymson1,nes0,yZes -
SCHs.
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Dichas maitansinas adicionales incluyen ademas los compuestos representados por la
férmula (VI-L), (VI-D), o (VI-D,L):

Ho, D He, S
PN Sy May” ¢ /O\”)<N/U\Y
My T e v
0 0
en las que:
Y2 representa (CR7R8)|(CR5R6)m(CR3R4)nCR1RzSZz,
en la que:

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

Rs, R4, Rs, R, R7 ¥ Rg son cada uno independientemente H, CH3, CzHs,
alquilo o alquenilo ciclico lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

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

May es un maitansinoide.

Dichas maitansinas adicionales incluyen también los compuestos representados por la

férmula (VII):

MeO

en la que:

Y, representa
(CR7R8)(CRg=CR10)p(C=C)qA{CR5R6)mDu(CR11=CR12){(C=C)sB{(CR3R4)nCR1R;
SZ,,

en la que:
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R1y Rz son cada uno independientemente CH3, CzHs, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

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

Rs, Rs, Rs, Re, R7, Rs, Re, R11, ¥ R12 son cada uno independientemente H,
CHs, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 4tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, m,n, o, p,q,rs,Yytson cada uno independientemente 0 o un numero
entero de 1 a 5, con la condicion de que al menos dosde |, m,n,0,p,q,r, syt
no son cero en ningun momento; y
Z, es SR o -COR, donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o

heterocicloalquilo.
Las realizaciones preferidas de la formula (VII) incluyen los compuestos de la formula

(VIl) en la que: Ry es Hy R, es metilo.

Los maitansinoides mencionados anteriormente se pueden conjugar con un anticuerpo
anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 o un homologo o
fragmento de éste, en el que el anticuerpo se enlaza con el maitansinoide utilizando la
funcionalidad tiol o disulfuro que esta presente en el grupo acilo de una cadena lateral
de aminoacido acilado que se encuentra en C-3, C-14-hidroximetil, C-15-hidroxi o C-20-
desmetil del maitansinoide, y en el que el grupo acilo de la cadena lateral de
aminoacido acilado tiene su funcionalidad tiol o disulfuro localizada en un atomo de
carbono que tiene uno o dos sustituyentes, siendo dichos sustituyentes CH,;, C,Hs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas uno de los sustituyentes
puede ser H, y en el que el grupo acilo tiene una cadena lineal con una longitud de al

menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el atomo de azufre.

Un conjugado preferido de la presente invencién es aquel que comprende el anticuerpo
anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 o un homdélogo o
fragmento de éste, conjugado con un maitansinoide de la férmuia (VIII):
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AN

MeO

(VI

en la que:

Y+ representa
(SCR7R8)I(CR9=CR1O)p(CEC)qAr(CRSRG)mDu(CR11=CR1Z)r(CEC)th(CR3R4)nCR1R2
en la que:

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

Rs, R4, Rs, Re, R7, Rg, Rg, R11, Yy Ry2 son cada uno independientemente H, CHs,
C.Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo; y

lL,m, n, o, p, q,rs,Ytson cada uno independientemente 0 o un nimero entero
de 1 a 5, con la condicion de que al menos dosdel, m, n,0,p, q, r, sytnoson
cero en ningun momento.

Preferiblemente, R; es Hy R, es metilo 0 Ry y R, son metilo.

Un conjugado aun mas preferido de la presente invencion es équel que comprende el
anticuerpo anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 o un
homodlogo o fragmento de éste, conjugado con un maitansinoide de la formula (I1X-L),
(IX-D), o (IX-D,L):

He, 1§ Hoe & § he, H 9
0] % /”\ 0 X /“\ O /“\
May/ N™ Y May/ \H>\T Y1 May/ \'PI\N Yi
@) l O o) I
IX-L IX-D IX-D,L

en las que:
Y, representa (CR7Rs)(CRsRg)m(CR3R4)nCR1R2S-,
en la que:
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R; y Rz son cada uno independientemente CHai, C2Hs, alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

R, R4, Rs, Rs, R7y Rg son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo o
alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

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

Las realizaciones preferidas de las formulas (IX-L), (IX-D) y (IX-D,L) incluyen los

compuestos de las formulas (IX-L), (IX-D) y (IX-D,L) en las que:

R; es Hy R; es metilo o Ry y R, son metilo,

R es H, R, es metilo, Rs, Re, R7 y Rg son cada uno H; | y m son cada uno 1; n
es 0, '

R1y Rz son metilo; Rs, Rs, R7 ¥ Rg son cada uno H; lymson 1; nes 0.
Preferiblemente el agente citotdxico esta representado por la férmula (IX-L).

Otro conjugado preferido de la presente invencién es aquel que comprende el
anticuerpo anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 o un

homologo o fragmento de éste, conjugado con un maitansinoide de la formula (X):

0

o )J\

MeO

(X)

en la que los sustituyentes son como se han definido para la formuia (1X) anterior.

Especialmente preferidos son cualquiera de los compuestos descritos anteriormente, en
los que R; es H, R, es metilo, Rs, Rs, R; y Rg son cada uno H, |y m son cadauno 1, y n

es 0.
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Ademas son especialmente preferidos cualquiera de los compuestos descritos
anteriormente, en los que Ry y R, son metilo, Rs, Rs, R7 y Rg son cada uno H, | y m son

1,ynesO.
Ademas, se prefiere el esterecisomero L-aminoacilo.

Cada uno de los maitansinoides mostrados en la Solicitud de Patente de EEUU en
tramitacion numero 10/849.136, presentada el 20 de mayo de 2004, se pueden utilizar
también en el conjugado citotdxico de la presente invencion. La descripcion completa
de la Solicitud de Patente de EEUU nimero 10/849.136 se incorpora en la presente

memoria como referencia.

GRUPOS CONECTORES QUE CONTIENEN DISULFURO

Con el fin de enlazar el maitansinoide con el agente de union a las células, tal como el
anticuerpo 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39, el maitansinoide
comprende un resto conector. El resto conector contiene un enlace quimico que permite
la liberacion de los maitansinoides completamente activos en un sitio particular. Los
enlaces quimicos adecuados son muy conocidos en la técnica e incluyen enlaces
disulfuro, enlaces acido-labiles, enlaces foto-labiles, enlaces peptidasa-labiles y enlaces

esterasa-labiles. Se prefieren los enlaces disulfuro.

El resto conector comprende también un grupo quimico reactivo. En una realizacion
preferida, el grupo quimico reactivo puede estar unido covalentemente al maitansinoide

a través de un resto conector con enlace disulfuro.

Los grupos quimicos reactivos particularmente preferidos son N-succinimidil-ésteres y

N-sulfosuccinimidil-ésteres.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden un resto conector que
contiene un grupo quimico reactivo son ésteres en C-3 de maitansinol y sus analogos
en los que el resto conector contiene un enlace disulfuro y el grupo quimico reactivo

comprende un N-succinimidil- o N-sulfosuccinimidil-éster.

Muchas posiciones de los maitansinoides pueden servir como la posicién para unir
quimicamente el resto conector. Por ejemplo, es de esperar que sean Uutiles la posicién
C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-14 modificada con hidroximetil, la
posicion C-15 modificada con hidroxi y la posicién C-20 que tiene un grupo hidroxi. Sin
embargo, se prefiere la posicion C-3 y la posicion C-3 del maitansinol es especialmente

preferida.

Aunque la sintesis de ésteres de maitansinol que tienen un resto conector se describe
en términos de restos conectores con enlace disulfuro, un experto en la técnica
entendera que los restos conectores con otros enlaces quimicos (como se ha descrito
anteriormente) se pueden utilizar también con la presente invencidn, asi como otros
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maitansinoides. Los ejemplos especificos de otros enlaces quimicos incluyen enlaces
acido-labiles, enlaces foto-labiles, enlaces peptidasa-labiles y enlaces esterasa-labiles.
La descripcion de la Patente de EEUU No. 5.208.020, incorporada en la presente

memoria, muestra la produccion de maitansinoides que presentan dichos enlaces.

La sintesis de maitansinoides y derivados de maitansinoides que tienen un resto
disulfuro que presenta un grupo reactivo esta descrita en las Patentes de EEUU Nos.
6.441.163 y 6.333.410, y en la Solicitud de EEUU No. 10/161.651, cada una de las

cuales se incorpora en la presente memoria como referencia.

Los maitansinoides que contienen el grupo reactivo, tal como DM1, se hacen reaccionar
con un anticuerpo, tal como el anticuerpo 38SB13, 38SB18, 385B19, 38SB30, 38SB31,
o 38SB39, para producir conjugados citotoxicos. Estos conjugados se pueden purificar

mediante HPLC o mediante filtracién en gel.

Numerosos esquemas excelentes para producir dichos conjugados anticuerpo-
maitansinoide se proporcionan en la Patente de EEUU No. 6.333.410, y en las
Solicitudes de EEUU Nos. 09/867.598, 10/161.651 y 10/024.290, cada una de las

cuales se incorpora en la presente memoria en su totalidad.

En general, una solucién de un anticuerpo en tampdn acuoso se puede incubar con un
exceso molar de maitansinoides que tienen un resto disulfuro que presenta un grupo
reactivo. La mezcla de reaccioén se puede inactivar mediante la adicién de amina en
exceso (tal como etanolamina, taurina, etc.). El conjugado maitansinoide-anticuerpo se

puede purificar entonces mediante filtracién en gel.

El nimero de moléculas de maitansinoide unidas por molécula de anticuerpo se puede
determinar midiendo espectrofotométricamente la proporciéon de la absorbancia a 252
nm y 280 nm. Se prefiere una media de 1-10 moléculas de maitansinoide por molécula

de anticuerpo.

Los conjugados de los anticuerpos con farmacos maitansinoides se pueden evaluar en
cuanto a su capacidad de deprimir la proliferacion de varias lineas celulares no
deseadas in vitro. Por ejemplo, se pueden utilizar facilmente lineas de células tales
como la linea de células Daudi del linfoma humano, la linea de células Ramos del
linfoma humano, la linea de células MOLP-8 del mieloma multiple humano, y la linea
MOLT-4 de la leucemia linfocitica aguda T humana, para la evaluacién de Ia
citotoxicidad de estos compuestos. Las células a ser evaluadas se pueden exponer a
los compuestos durante 24 horas y las fracciones de células supervivientes se pueden
medir en ensayos directos por métodos conocidos. Los valores de |IC50 se pueden
calcular después a partir de los resultados de los ensayos.

GRUPOS CONECTORES QUE CONTIENEN PEG

Los maitansinoides se pueden enlazar también con los agentes de union a las células
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utilizando grupos conectores PEG, como se expone en la Solicitud de EEUU No.
10/024.290. Estos grupos conectores PEG son solubles tanto en agua como en
disolventes no acuosos, y se pueden utilizar para enlazar uno o mas agentes citotéxicos
con un agente de union a las células. Los ejemplos de grupos conectores PEG incluyen
los conectores PEG hetero-bifuncionales que se unen a los agentes citotoxicos y a los
agentes de union a las células en extremos opuestos de los conectores a traves de un
grupo sulfhidrilo o disulfuro funcional en un extremo, y un éster activo en el otro

extremo.

Como ejemplo general de la sintesis de un conjugado citotdxico utilizando un grupo
conector PEG, se hace referencia de nuevo a la Solicitud de EEUU No. 10/024.290
para detalles especificos. La sintesis empieza con la reaccion de uno 0 mas agentes
citotéxicos que presentan un resto PEG reactivo con un agente de unién a las células,
lo que da como resultado el desplazamiento del éster activo terminal de cada resto PEG
reactivo por un residuo de aminoacido del agente de union a las células, para dar un
conjugado citotoxico que comprende uno ©0 mas agentes citotoxicos unidos

covalentemente a un agente de union a las células a través de un grupo conector PEG.

TAXANOS

El agente citotdxico utilizado en los conjugados citotéxicos segln la presente invencion

puede ser también un taxano o un derivado de éste.

Los taxanos son una familia de compuestos que incluye paclitaxel (taxol), un producto
citotéxico natural, y docetaxel (Taxotere), un derivado semi-sintético, dos compuestos
que se utilizan ampliamente en el tratamiento del cancer. Los taxanos son téxicos para
el huso mitético que inhiben la despolimerizaciéon de la tubulina, lo que da como
resultado la muerte celular. Aunque el docetaxel y el paclitaxel son agentes utiles en el
tratamiento del cancer, su actividad antitumoral es limitada debido a su toxicidad no
especifica frente a las células normales. Ademas, los compuestos como el paclitaxel y
el docetaxel por si mismos no son suficientemente potentes para ser usados en

conjugados con agentes de unidn a las células.

Un taxano preferido para uso en la preparacion de los conjugados citotoxicos es el

taxano de la férmula (XI):

&S
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MeO OMe

(XI)

Los métodos para sintetizar taxanos que se pueden usar en los conjugados citotoxicos
de la presente invencion, junto con los métodos para conjugar los taxanos con los
agentes de unidn a las células tales como anticuerpos, estan descritos en detalle en las
Patentes de Estados Unidos Nos. 5.416.064, 5.475.092, 6.340.701, 6.372.738 y
6.436.931, y en las Solicitudes de Estados Unidos Nos. 10/024.290, 10/144.042,
10/207.814, 10/210.112 y 10/369.563.

DERIVADOS DE TOMAIMICINA

El agente citotoxico segun la presente invencion puede ser también un derivado de
tomaimicina. Los derivados de tomaimicina son pirrolo[1,4]benzodiazepinas (PBD), una
clase conocida de compuestos que ejercen sus propiedades bioldgicas mediante la
unioén covalente al N2 de la guanina en el surco menor del DNA. Las PBD incluyen una
serie de compuestos de unioén con el surco menor tales como antramicina, neotramicina
y DC-81.

Nuevos derivados de tomaimicina que retienen una alta citotoxicidad y que se pueden
enlazar de forma efectiva con los agentes de union a las células estan descritos en la
Solicitud Internacional No. PCT/IB2007/000142, cuyo contenido se incorpora a la
presente memoria como referencia. Los complejos del agente de unién a las células y el
derivado de tomaimicina permiten la medida completa de la accién citotdxica de los
derivados de tomaimicina que se aplican en una forma dirigida solamente frente a las
células no deseadas, evitando por tanto los efectos secundarios debidos al dario

producido a las células sanas que no son objetivo.

El agente citotoxico seguin la presente invencion comprende uno o mas derivados de

tomaimicina, enlazados con un agente de unién a las células, tal como el anticuerpo
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38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39, mediante un grupo conector.
El grupo conector es parte de un resto quimico que se une covalentemente a un
derivado de tomaimicina a través de meétodos convencionales. En una realizacién
preferida, el resto quimico puede estar unido covalentemente al derivado de

tomaimicina mediante un enlace disulfuro.

Los derivados de tomaimicina Gtiles en |la presente invencion tienen la formula (XI) que

X-An-T-AN-X: N=_H
R,
Y' N R,

se muestra a continuacion:

en la que

---- representa un enlace sencillo opcional,

representa un enlace sencillo o un enlace doble;

con la condicién de que cuando representa un enlace sencillo, U y U
iguales o diferentes, independientemente representan H, y W y W', iguales o diferentes,
se seleccionan independientemente del grupo que consiste en OH, un éter tal como -
OR, un éster (por ejemplo, un acetato), tal como -OCOR, un carbonato tal como -
OCOOR, un carbamato tal como —OCONRR’, un carbamato ciclico, de tal manera que
N10 y C11 son una parte del ciclo, una urea tal como -NRCONRR’, un tiocarbamato tal
como -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico, de tal manera que N10 y C11 son una parte
del ciclo, -SH, un sulfuro tal como -SR, un sulféxido tal como -SOR, una sulfona tal
como -SOOR, un sulfonato tal como -SO3 -, una sulfonamida tal como -NRSOOR, una
amina tal como —NRR’, opcionalmente una amina ciclica de tal manera que N10 y C11
son una parte del ciclo, un derivado de hidroxilamina tal como -NROR’, una amida tal
como —NRCOR, un azido tal como —N3, un ciano, un halo, un trialquilo o triarilfosfonio,
un grupo derivado de aminoacidos; Preferiblemente W y W’ son iguales o diferentes y
son OH, Ome, Oet, NHCONH,, SMe;

y cuando

&7
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representa un enlace doble, U y U’ estan ausentes y Wy W’ representan H;

» R1, R2, R1’, R2' son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre haluro
o alquilo opcionalmente sustituido con uno o mas Hal, CN, NRR’, CF;, OR, arilo, Het,
S(O)4R, 0 R1y R2 y R1'y R2’ forman juntos un enlace doble que contiene el grupo =B

y =B’ respectivamente.

Preferiblemente, R1 y R2 y R1” y R2’ forman juntos un enlace doble que contiene el

grupo =B y =B’ respectivamente.

= B y B’ son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre alquenilo que
esta opcionalmente sustituido con uno o mas Hal, CN, NRR’, CF; OR, arilo, Het,
S(O)4R o B y B’ representan un atomo de oxigeno.

Preferiblemente, B=B’.
Mas preferiblemente, B=B’= =CH, 0 =CH-CH,,

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

Preferiblemente, X=X'.
Mas preferiblemente, X=X'=0.

= A, A’ son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre alquilo o alquenilo
que opcionalmente contienen un atomo de oxigeno, un atomo de nitrégeno o un atomo
de azufre, estando cada uno opcionalmente sustituido con uno o mas Hal, CN, NRR’,
CF3, OR, S(O)¢R, arilo, Het, alquilo, alquenilo.

Preferiblemente, A=A’.

Mas preferiblemente, A=A’= alquilo lineal no sustituido.

=Y, Y’ son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre H, OR;
Preferiblemente, Y=Y’

Mas preferiblemente, Y=Y’=Qalquilo, mas preferiblemente Ometilo.

*» T es -NR-, -O-, -§(0)q., 0 un arilo de 4 a 10 miembros, cicloalquilo, radical
heterociclico o heteroarilo, estando cada uno opcionalmente sustituido con uno o mas
Hal, CN, NRR’, CF; R, OR, S(O)R, y/o un conector o conectores, o un alquilo
ramificado, opcionalmente sustituido con uno o mas Hal, CN, NRR’, CF; OR, S(O)R
y/o un conector o conectores, o un alquilo lineal sustituido con uno o mas Hal, CN,
NRR’, CF3;, OR, S(O)4R y/o un conector o conectores.

Preferiblemente, T es un arilo o heteroarilo de 4 a 10-miembros, mas preferiblemente
fenilo o piridilo, opcionalmente sustituido con uno o mas conectores.

Dicho conector comprende un grupo de enlace. Los grupos de enlace adecuados son

&/)
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bien conocidos en la técnica e incluyen grupos tiol, sulfuro, disulfuro, grupos tioéter,
grupos acido-labiles, grupos foto-labiles, grupos peptidasa-labiles y grupos esterasa-

labiles. Los grupos preferidos son los grupos disulfuro y tioéter.

Cuando el grupo conector es un grupo que contiene tiol-, sulfuro (o el llamado tioéter —
S-) o disulfuro (-S-S-), la cadena lateral que lleva el grupo tiol, sulfuro o disulfuro puede
ser lineal o ramificada, aromatica o heterociclica. Los expertos en la técnica pueden

identificar facilmente cadenas laterales adecuadas.
Preferiblemente, dicho conector tiene la formula:
-G-D-(Z)p-S-Z’

donde

G es un enlace sencillo o doble, —O-, -S- 0 -NR-;

D es un enlace sencillo o —E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-O-, -E-O-F-, -E-NR-CO-, -E-NR-
CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-S-F-, -E-NR-C-S-, -E-NR-CS-F-;

donde E y F son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre -
(OCH2CH2)alquil(OCH2CH2);-, -alquil(OCH2CH2)-alquil-, -(OCH2CH2)-, -
(OCH2CH2)cicloalquil(OCH2CH2)-, -(OCH2CH2)heterociclico(OCH2CH2);-, -
(OCH2CH2)aril(OCH2CH2);-, -(OCH2CH2),heteroari(OCH2CH2)-, -alquil-
(OCH2CH2)ialquil{OCH2CH2);-, -alquil-(OCH2CH2)-, -alquil-
(OCH2CH2)cicloalquil(OCH2CH2);-, -alquil(OCH2CH2)iheterociclico(OCH2CH2)-, -
alquil-(OCH2CH2);aril(OCH2CH2)-, -alquil(OCH2CH2)heteroaril(OCH2CH2);-, -
cicloalquil-alquil-, -alquil-cicloalquil-, -heterociclico-alquil-, -alquil-heterociclico-, -

alquil-aril-, -aril-alquil-, -alquil-heteroaril- , -heteroaril-alquil-, lineales o ramificados;

donde iy j, idénticos o diferentes son nlimeros enteros y se eligen independientemente
entre 0, 1 a 2000;

Z es -alquil- lineal o ramificado;
pesQo1;

Z' representa H, un grupo protector de tiol tal como COR, R20 o SR20, donde R20
representa H, metilo, alquilo, cicloalquilo opcionalimente sustituido, arilo, heteroarilo o
radical heterociclico, con la condicion de que cuando Z’ es H, dicho compuesto esta en
equilibrio con el correspondiente compuesto formado por ciclacidén intramolecular que
resulta de la adicién del grupo tiol —-SH sobre el enlace imina —NH= de uno de los
restos PBD.

= n, n’, iguales o diferentes son 0 o 1.
sqges0,102.

* R, R’ son iguales o diferentes y se eligen independientemente entre H, alquilo, arilo,
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estando cada uno opcionalmente sustituido con Hal, CN, NRR’, CF3, R, OR, S(O)qR,

arilo, Het;

o sus sales, hidratos, o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, o las
estructuras cristalinas polimérficas de estos compuestos o sus isémeros Oopticos,

racematos, diastereocisémeros o enantidmeros.

Los compuestos de la formula general (XIl) que tienen isémeros geométricos y
estereoisémeros forman también parte de la invencién.

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

Asi, los derivados reversibles de los derivados de tomaimicina de la féormula general

(XH1) pueden ser también usados en la presente invencion:

H,_’W N X-An-T-AX' “%{1'
R1 !
Rzm Y:@“/N R

0 (Xl 0

donde A, X, Y, n, T, A, X, Y, n, R1, R2, RT’, R2’ se definen como en la férmula (XII) y
W, W’ son iguales o diferentes y se seleccionan del grupo que consiste en OH, un éter
tal como -OR, un éster (por ejemplo, un acetato), tal como -OCOR, -COOR, un
carbonato tal como -OCOOR, un carbamato tal como —-OCONRR’, un carbamato ciclico,
de tal manera que N10 y C11 son una parte del ciclo, una urea tal como ~NRCONRR’,
un tiocarbamato tal como -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico de tal manera que N10 y
C11 son una parte del ciclo, -SH, un sulfuro tal como -SR, un sulféxido tal como -SOR,
una sulfona tal como -SOOR, un sulfonato tal como —S0O3-, una sulfonamida tal como -
NRSOOR, una amina tal como —NRR’, opcionalmente una amina ciclica de tal manera
que N10 y C11 son una parte del ciclo, un derivado de hidroxilamina tal como -NROR’,
una amida tal como —NRCOR, -NRCONRR’, un azido tal como —N3, un ciano, un halo,

un trialquilo o triarilfosfonio, un grupo derivado de aminoacidos. Preferiblemente, W y W’
son iguales o diferentes y son OH, Ome, Oet, NHCONHZ2, SMe.

Los compuestos de la formula (XIII) pueden por tanto ser considerados como solvatos,
incluyendo agua cuando el disolvente es agua; estos solvatos pueden ser

especialmente utiles.

En una realizacién preferida, los derivados de tomaimicina de la invencién se



48

seleccionan del grupo que consiste en:

8,8’-[1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-
tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[5-metoxi-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-¢][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2, 3,11a-tetrahidro-
SH-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[1,4-butanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[3-metil-1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-
tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[2,6-piridindiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropiloxi)-2,6-piridindiilbis-(metilenoxi)]-bis[(S)-
2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
5-ona]
8,8'-[5-(3-aminopropiloxi)-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-
metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]j
8,8’-[5-(N-metil-3-ferc-butoxicarbonilaminopropil)-1,3-bencenodiilbis-
(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirroio[2,1-
¢][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-{5-[3-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)propiloxi]-1,3-
bencenodiilbis(metilenoxi)}-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[5-acetiltiometil-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-metilen-7-metoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

éster fterc-butilico del acido bis-{2-[(S)-2-metilen-7-metoxi-5-ox0-1,3,,11a-

tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-8-iloxi]-etil}-carbamico

8,8’-[3-(2-acetiltioetil)-1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-metilen-7-metoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[6-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutanoil)amino-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
5-ona]

8,8’-[5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)-amino-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-

o\
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bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
5-ona]

8,8’-[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bencenodiil(metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-

5-ona]

8,8’-[5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bencenodiil(metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-

5-ona]

8,8’-[(4-(2-(4-mercapto-4-metil)-pentanamido-etoxi)-piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-
bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c]{1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(1-(2-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido-etoxi)-benceno-3, 5-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8-[(4-(3-(4-metil-4-metildisuifanil)-pentanamido-propoxi)-piridin-2,6-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]

benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(4-(4-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido-butoxi)-piridin-2,6-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(4-(3-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-piperazin-1-il]-propil)-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(1-(3-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-piperazin-1-il]-propil)-benceno-
3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
piridin-2,6-dimetil)-dioxil-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[(1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-benceno-3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-

dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(1-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
- benceno-3,5-dimetil)-dioxi}-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,1 1a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]



47
50

o 8,8-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanocilamino)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-etoxi}-etoxi}-etoxi)-piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-
dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-onal

o 8,8-[(1-(2-[metil-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi)-benceno-3,5-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2, 1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

o 8 8-[(4-(3-[metil-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-amino]-propil)-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

o 8,8-[(4-(3-metil-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-propil)-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3, 1 1a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

o 8,8-[(1-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido)-benceno-3,5-dimetil)-dioxi]-
bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

asi como los correspondientes derivados mercapto, o sus sales, hidratos, o sales
hidratadas farmacéuticamente aceptables, o las estructuras cristalinas polimérficas de
estos compuestos o sus isdmeros Opticos, racematos, diastereocisémeros ©

enantiémeros.

Los compuestos preferidos son los de la férmula:

H, —N X-An-T-A'n'-X N:%J
W Y'j@n/N
4 0

(o]

H, ~—N X-An-T-An'X! M@Z
:C'E']D\/Y Y‘j@’( N
3 0

donde X, X', A, A, Y, Y, T, n, 0’ son como se han definido antes.

Los compuestos de la formula (XIl) se pueden preparar de una serie de maneras bien
conocidas por los expertos en la técnica. Se pueden sintetizar los compuestos, por
ejemplo, por aplicacibn o adaptacion de los métodos descritos mas adelante, o
variaciones de los mismos que sean apreciadas por el experto en la técnica. Las
modificaciones y sustituciones apropiadas seran faciimente obvias y bien conocidas o
facilmente obtenibles de las publicaciones cientificas por [os expertos en la técnica. En
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particular, dichos métodos se pueden encontrar en R.C. Larock, Comprehensive
Organic Transformations, Wiley-VCH Publishers, 1999.

Los métodos para sintetizar los derivados de tomaimicina que se pueden utilizar en la
invencion estan descritos en la Solicitud Internacional No. PCT/IB2007/000142. Los
compuestos de la presente invencidn se pueden preparar por una variedad de rutas
sintéticas. Los reactivos y materiales de partida estan comercialmente disponibles, o se
pueden sintetizar facilmente por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica
(véanse, por ejemplo, los documentos WO 00/12508, WO 00/12507, W0 2005/040170,
WO 2005/085260, FR1516743, M. Mori et al., 1986, Tetrahedron, 42: 3793-3806).

Las moléculas del conjugado de la invencion se pueden formar utilizando cualquier
técnica. Los derivados de tomaimicina de la invenciéon pueden estar enlazados con un
anticuerpo u otro agente de union a las células mediante un conector acido-labil, o
mediante un conector foto-labil. Los derivados se pueden condensar con un péptido que
tiene una secuencia adecuada y posteriormente se pueden enlazar con un agente de
unién a las células para producir un conector peptidasa-labil. Los conjugados se pueden
preparar para contener un grupo hidroxilo primario, que puede ser succinilado y
enlazado con agente de union a las células para producir un conjugado que puede ser
escindido mediante esterasas intracelulares paré dejar libre el derivado.
Preferiblemente, los derivados se sintetizan para contener un grupo tiol libre o
protegido, y después uno o0 mas derivados que contienen disulfuro o tiol, se enlazan
cada uno covalentemente con el agente de unién a las células mediante un enlace

disulfuro o un conector de tioéter.

Numerosos métodos de conjugacion se muestran en los documentos USP 5,416,064 y
USP 5,475,092. Los derivados de tomaimicina se pueden modificar para dar un grupo
amino libre y se pueden enlazar después con un anticuerpo u otro agente de unién a las
células mediante un conector acido-labil, o mediante un conector foto-labil. Los
derivados de tomaimicina con un grupo amino o carboxilo libre, se pueden condensar
con un péptido y posteriormente se pueden enlazar con un agente de unidén a las
células para producir un conector peptidasa-labil. Los derivados de tomaimicina con un
grupo hidroxilo libre sobre el conector pueden ser succinilados y enlazados con un
agente de unién a las células para producir un conjugado que puede ser escindido
mediante esterasas intracelulares para dejar libre el farmaco. Lo mas preferiblemente,
los derivados de tomaimicina se tratan para crear un grupo tiol libre o protegido, y
después los dimeros de tomaimicina que contienen disulfuro- o tiol se enlazan con el

agente de unién a las células mediante enlaces disulfuro.

Preferiblemente, los conjugados de anticuerpo monoclonal o agente de unién a las
células y derivado de tomaimicina son los que estadn unidos mediante un enlace

disulfuro, como se ha discutido antes, que son capaces de dejar libres los derivados de
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tomaimicina. Dichos conjugados de unién a las células se preparan por métodos
conocidos tales como por la modificacion de los anticuerpos monoclonales con
succinimidil-piridil-ditiopropionato (SPDP) (Carlsson et al., 1978, Biochem. J., 173: 723-
737). El grupo tiopiridilo resultante se desplaza entonces por tratamiento con derivados
de tomaimicina que contienen tiol para producir conjugados enlazados con disulfuro.
Alternativamente, en el caso de los dérivados de arilditio-tomaimicina, la formacién del
conjugado de unidn a las células se efectia por desplazamiento directo del aril-tiol del
derivado de tomaimicina mediante grupos sulfh.idrilo introducidos previamente en las
moléculas de anticuerpo. Los conjugados que contienen 1 a 10 farmacos derivados de
tomaimicina enlazados mediante un puente disulfuro se preparan facilmente por

cualguier método.

Mas especificamente, una solucién del anticuerpo modificado con ditio-nitropiridilo a
una concentracion de 2,5 mg/ml en tampoén de fosfato de potasio 0,05 M, a pH 7,5 que
contiene EDTA 2 mM se trata con el derivado de tomaimicina que contiene tiol (1,3
equivalentes molares/grupo ditiopiridilo). La liberaciéon de tio-nitropiridina a partir del
anticuerpo modificado se monitoriza espectrofotométricamente a 325 nm y es completa
en aproximadamente 16 horas. El conjugado de anticuerpo y derivado de tomaimicina
se purifica y se separa del farmaco sin reaccionar y de otros materiales de bajo peso
molecular mediante filtracion en gel a través de una columna de Sephadex G-25 o
Sephacril S300. Se puede determinar el nimero de restos de derivado de tomaimicina
unidos por molécula de anticuerpo midiendo la relacién de la absorbancia a 230 nm y
275 nm. Una media de 1-10 moléculas de derivado de tomaimicina por molécula de

anticuerpo pueden ser enlazadas mediante enlaces disulfuro por este método.

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

DERIVADOS DE LEPTOMICINA

El agente citotdéxico segun la presente invencién puede ser también un derivado de
leptomicina. Segun la presente invencion, “derivados de leptomicina” se refiere a
miembros de la familia de las leptomicinas como se define en Kalesse et al. (2002,
Synthesis 8: 981-1003), e incluye: leptomicinas, tales como leptomicina A y leptomicina
B, callistatinas, ratjadones tales como ratjadone A y ratjadone B, anguinomicinas tales



53

como anguinomicina A, B, C, D, kasusamicinas, leptolstatina, leptofuraninas, tales como
leptofuranina A, B, C, D. Se prefieren los derivados de leptomicina Ay B.

Mas especificamente, los derivados de la invencion son de la férmula (1):

T—S—(Z)h—Y—X

(1
en la que
Ray Ra’ son H o -Alk; preferiblemente Ra es -Alk, preferiblemente metilo y Ra’ es H;

R17 es alquilo opcionalmente sustituido con OR, CN, NRR’, perfluoroalquilo;

preferiblemente, R17 es alquilo, mas preferiblemente metilo o etilo;

R9 es alquilo opcionalmente sustituido con OR, CN, NRR’, perfluoroalquilo;

preferiblemente, R9 es alquilo, mas preferiblemente metilo;

X es —0- 0 —-NR-; preferiblemente, X es —-NR-;

Y es —-U-, -NR-U-, -O-U-, -NR-CO-U-, -U-NR-CO-, -U-CO-, -CO-U-;
preferiblemente, cuando X es -O-, Y es ~U-, -NR-U-, -U-NR-CO-;

donde U se elige entre ~Alk- lineal o ramificado, -Alk(OCH,CH,) -, -(OCH,CH,)-Alk-, -
AIK(OCH,CHz)m-Alk-, -(OCH,CHy)m-, -cicloalquil-, -heterociclico-, -cicloalquil-Alk-, -Alk-

cicloalquil-, -heterociclico-Alk-, -Alk-heterociclico-;
donde m es un numero entero elegido de 1 a 2000;
preferiblemente, U es —Alk- lineal o ramificado,

Z es -Alk-;

nes 0 o 1; preferiblemente n es 0;

T representa H, un grupo protector de tiol tal como Ac, R; o SR, donde R, representa
H, metilo, Alk, cicloalquilo, arilo o heterociclico opcionalmente sustituido, o T representa

—S8—(Z)n—Y—X

donde:

Ra, Ra’, R17, R9, X, Y, Z, n son como se ha definido antes;
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preferiblemente, T es H o SR,, donde R, representa Alk, mas preferiblemente metilo;
R, R’ idénticos o diferentes son H o alquilo;

Alk representa un alquilo lineal o ramificado; preferiblemente Alk representa (-(CH,.4
(CH3)q)p- donde p representa un numero entero de 1 a 10; y q representa un namero
entero de 0 a 2; preferiblemente, Alk representa —(CH,)- 0 —C(CHz),-,

0 sus sales, hidratos, o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, o las
estructuras cristalinas polimorficas de estos compuestos o sus isémeros opticos,

racematos, diastereoisomeros o enantiémeros.
Los compuestos preferidos se pueden elegir entre:

e (2-metilsulfanil-etil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-3,5,
7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S, 3S)-3-metil-6-oxo-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-8-

oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico

e bis-[(2-mercaptoetil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-3,5,
7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-8-

oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico]

e (2-mercapto-etil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9,11, 15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico

¢ (2-metildisulfanil-etil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-3,5,
7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-0x0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-8-

oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico

o (2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-
hidroxi-3,5,7,9,11,15,17-heptametil-19-((28,3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-
piran-2-il)-8-oxo-nonadeca-2,10,12,16, 18-pentaenoico

e (2-mercapto-2-metil-propil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-0x0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico

0 sus sales, hidratos, o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, o las
estructuras cristalinas polimérficas de estos compuestos o sus isémeros 6pticos,

racematos, diastereoisdémeros o enantiomeros.

Con el fin de eniazar el derivado con un agente de unién a las células, el derivado debe
incluir un resto (grupo de enlace) que permite que los derivados sean enlazados con un
agente de unién a las células mediante un enlace tal como un enlace disulfuro, un
enlace sulfuro (o llamado aqui tioéter), un grupo acido-labil, un grupo foto-labil, un grupo

peptidasa-labil o un grupo esterasa-labil. Los derivados se preparan de forma que
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contienen un resto necesario para enlazar el derivado de leptomicina con un agente de
union a las células mediante, por ejempio, un enlace disulfuro;, un enlace tioéter, un
grupo acido-labil, un grupo foto-labil, un grupo peptidasa-labil o un grupo esterasa-labil.
Con el fin de mejorar adicionalmente la solubilidad en soluciones acuosas, el grupo
conector puede contener un polietilenglicol espaciador. Preferiblemente, se utiliza un
puente sulfuro ¢ disulfuro porque el ambiente reductor de la célula diana da como
resultado la escision del sulfuro o disulfuro y la liberacion de los derivados con un

incremento asociado de la citotoxicidad.

Los compuestos de la presente invencidn se pueden preparar por una variedad de rutas
sintéticas. Los reactivos y materiales de partida estan comercialmente disponibles, o se
pueden sintetizar faciimente por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.
Los métodos para sintetizar los derivados de leptomicina que se pueden utilizar en los
conjugados citotoxicos de la presente invencion, junto con los métodos para conjugar
dichos derivados de leptomicina con los agentes de union a las células tal como
anticuerpos, estan descritos en detalle en la Solicitud de Patente Europea No.
06290948.6, cuyo contenido se incorpora a la presente memoria como referencia.

ANALOGOS DE CC-1065

El agente citotoxico utilizado en los conjugados citotéxicos segun la presente invenciéon
también puede ser CC-1065 o un derivado de éste.

CC-1065 es un antibidtico anti-tumoral potente aislado del caldo de cultivo de
Streptomyces zelensis. CC-1065 es alrededor de 1000 veces mas potente in vitro que
los farmacos anti-cancer cominmente usados tales como doxorrubicina, metotrexato y
vincristina (B.K. Bhuyan et al., Cancer Res., 42, 3532-3537). CC-1065 y sus analogos
estan descritos en las Patentes de EEUU Nos. 6.372.738, 6.340.701, 5.846.545 y
5.585.499. |

La potencia citotoxica de CC-1065 ha sido correlacionada con su actividad alquilante y
su actividad de unién al DNA o de intercalamiento en el DNA. Estas dos actividades
residen en partes separadas de la molécula. Asi, la actividad alquilante esta contenida
en la subunidad de ciclopropapirroloindol (CPI) y la actividad de unién al DNA reside en

las dos subunidades de pirroloindol.

Aunque CC-1065 tiene ciertas caracteristicas atractivas como agente citotdxico, tiene
fimitaciones en el uso terapéutico. La administracion de CC-1065 a ratones produjo un
retraso de la hepatotoxicidad que llevo a la mortalidad el dia 50 después de una Unica
dosis intravenosa de 12,5 ug/kg (V. L. Reynolds ef al., 1986, J. Antibiotics, XXIX: 319-
334). Esto ha estimulado los esfuerzos para desarrollar anélogos que no producen
retraso en la toxicidad, y se ha descrito la sintesis de analogos mas sencillos
modelados sobre CC-1065 (M.A. Warpehoski et al., 1988, J Med. Chem., 31: 590-603).
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En ofra serie de andlogos, el resto CPl fue reemplazado por un resto
ciclopropabenzindol (CBI) (D.L. Boger et al., 1990, J. Org. Chem., 55: 5823-5833; D.L.
Boger et al., 1991, BioOrg. Med. Chem. Lett., 1: 115-120). Estos compuestos mantienen
la elevada potencia in vitro del farmaco parental sin causar toxicidad retardada en los
ratones. Como el CC-1065, estos compuestos son agentes alquilantes que se unen al
surco menor del DNA de un modo covalente para causar la muerte celular. Sin
embargo, la evaluacién clinica de los analogos mas prometedores, Adozelesin y
Carzelesin, ha producido resultados decepcionantes (B.F. Foster et al, 1996,
Investigational New Drugs, 13: 321-326; |. Wolff et al., 1996, Clin. Cancer Res., 2: 1717-
1723). Estos farmacos presentan efectos terapéuticos deficientes a causa de su

elevada toxicidad sistémica.

La eficacia terapéutica de los analogos de CC-1065 se puede mejorar mucho
cambiando la distribucién in vivo mediante liberacién dirigida al sitio del tumor, que da
por resultado una toxicidad mas baja para los tejidos que no son diana y asi una menor
toxicidad sistémica. Con el fin de lograr este objetivo se han descrito conjugados de
analogos y derivados de CC-1065 con agentes de unién a las células que
especificamente se dirigen a las células tumorales {Patentes de EEUU; 5.475.092;
5.5685.499; 5.846.545}. Estos conjugados presentan tipicamente in vitro una alta
citotoxicidad especifica de la diana, y una actividad anti-tumoral excepcional en los
modelos de xenoinjertos de tumores humanos en ratones (R.V. J. Chari et al., 1995,
Cancer Res., 55: 4079-4084).

Recientemente, han sido descritos profarmacos de analogos de CC-1085 con
solubilidad mejorada en medio acuoso (Solicitud de Patente Europea No. 06290379.4).
En estos profarmacos, el grupo fendlico de la porcion alquilante de la molécula esta
protegido con una funcionalidad que hace al farmaco estable durante el
almacenamiento en solucién acuosa acida, y confiere al farmaco un aumento de la
solubilidad en agua en comparacién con un analogo no protegido. El grupo protector se
escinde facilmente in vivo a pH fisiolégico para dar el correspondiente farmaco activo.
En los profarmacos descritos en la Patente Europea 06290379.4, el sustituyente
fendlico esta protegido como un carbamato de fenilo que contiene acido sulfénico que
posee una carga a pH fisiologico, y de este modo ha mejorado la solubilidad en agua.
Con el fin de mejorar adicionalmente la solubilidad en agua, se puede introducir un
espaciador opcional de polietilenglicol en el conector ehtre la subunidad de indolilo y el
enlace escindible tal como un grupo disulfuro. La introduccién de este espaciador no

altera la potencia del farmaco.

Los métodos para sintetizar analogos de CC-1065 que se pueden usar en los
conjugados citotéxicos de la presente invencion, junto con los métodos para conjugar
los analogos con los agentes de unién a las células tales como anticuerpos, estan
descritos en detalle en la Patente Europea 06290379.4 (cuyo contenido se incorpora a
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la presente memoria como referencia) y las Patentes de Estados Unidos Nos.
5.475.092, 5.846.545, 5.585.499, 6.534.660 y 6.586.618 y en las Solicitudes de Estados
Unidos Nos. 10/116.053 y 10/265.452.

OTROS FARMACOS

Los farmacos tales como metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina,
vinblastina, melfalan, mitomicina C, clorambucil, caliqueamicina, tubulisina y analogos
de tubulisina, duocarmicina y analogos de duocarmicina, dolastatina y analogos de
dolastatina también son adecuados para la preparacion de los conjugados de la
presente invencion. Las moléculas de farmaco se pueden enlazar también con las
moléculas de anticuerpo mediante una molécula transportadora intermedia tal como la
albumina sérica. Los compuestos de Doxarrubicina y Danorrubicina, como se describe,
por ejemplo, en la Patente de EEUU No. de serie 09740991, también pueden ser

agentes citotoxicos Utiles.

COMPOSICION TERAPEUTICA

La invencién se refiere también a una composicion terapéutica para el tratamiento de un
trastorno hiperproliferativo o una enfermedad inflamatoria o una enfermedad
autoinmune en un mamifero que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto de la invenciéon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una
realizaciébn dicha composicion farmacéutica es para el tratamiento del cancer,
incluyendo (pero sin limitarse a ellos) los siguientes: carcinomas, incluyendo el de
vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmén, ovarios, pancreas, estomago, cuello de
utero, tiroides y piel; incluyendo carcinoma de células escamosas; tumores
hematopoyéticos de linea celular linfoide, incluyendo leucemia, leucemia linfocitica
aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma
de Burkitt; tumores hematopoyéticos de linea celular mieloide, incluyendo las leucemias
mieldgenas agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen
mesenquimatoso, incluyendo fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; otros tumores,
incluyendo melanoma, seminoma, teratocarcinoma, neuroblastoma y glioma; tumores
del sistema nervioso central y periférico, incluyendo astrocitoma, neuroblastoma,
glioma, y schwannomas; tumores de origen mesenquimatoso, incluyendo fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma, y osteosarcoma; y otros tumores, incluyendo melanoma, xeroderma
pigmentosa, queratoacantoma, seminoma, cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma, y
otros canceres en los que aun estd por determinar que CD38 se exprese
predominantemente. En una realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas de
la invencion se utilizan para el tratamiento de un cancer tai como linfoma no Hodgkin,
linfoma Hodgkin, leucemia de células peludas, mieloma muitiple, leucemia linfocitica
crénica, leucemia mieloide crénica, leucemia mieloide aguda, o leucemia linfocitica
aguda, en el cual se expresa CD38, y otros canceres en los que aun esta por
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determinar que CD38 se exprese predominantemente. En otra realizacién, la
composiciéon farmacéutica de la invencion se puede usar para tratar enfermedades
autoinmunes, tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis
multiple, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, gastritis, tiroiditis de Hashimoto,
espondilitis anquilosante, vasculitis crioglobulinémica asociada con hepatitis C,
encefalitis focal crénica, penfigoide ampolloso, hemofilia A, glomerulonefritis
membranoproliferativa, sindrome de Sjogren, dermatomiositis en adultos y juvenil,
polimiositis en adultos, urticaria crénica, cirrosis biliar primaria, purpura
trombocitopénica idiopatica, neuromielitis éptica, enfermedad distiroidea de Graves,
penfigoide ampolloso, glomerulonefritis membranoproliferativa, sindrome de Churg-
Strauss y asma. En otra realizacién, dicha composicién farmacéutica se refiere a otros
trastornos tales como, por ejemplo, rechazos a trasplantes, tales como rechazo a
trasplante renal, rechazo a trasplante de higado, rechazo a trasplante de pulmén,
rechazo a trasplante cardiaco, y rechazo a trasplante de médula ésea; enfermedad del
injerto frente al hospedante; infecciones virales tales como infeccién por mV, infecciéon
por VIH, SIDA etc.; e infecciones parasitarias tales como giardiasis, amebiasis,
esquistosomiasis y otras que pueda determinar un experto en la técnica.

La presente invencidn proporciona composiciones farmaceuticas que comprenden:

a) una cantidad eficaz de un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o
conjugado de anticuerpo de la presente invencion, y
b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que puede ser inerte o

fisiolégicamente activo.
Como se utiliza en la presente memoria, “vehiculos farmacéuticamente aceptables”

incluye todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, y similares que son fisiolégicamente compatibles. Los
ejemplos de vehiculos, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen uno o mas entre
agua, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol,
y similares, asi como una combinacion de éstos. En muchos casos, sera preferible
incluir en la composicién agentes isoténicos, tales como azlcares, polialcoholes, o
cloruro de sodio. En particular, los ejemplos relevantes de vehiculo adecuado incluyen:
(1) solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco, pH ~ 7,4, conteniendo o no
aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albumina de suero humano, (2) solucion
salina al 0,9 % (cloruro de sodio al 0,9 % p/v (NaCl)), y (3) dextrosa al 5 % (p/v); y
también puede contener un antioxidante tal como triptamina y un agente estabilizante

tal como Tween 20.

Las composiciones de esta invencién pueden contener también un agente terapéutico
adicional, segun sea necesario para el trastorno particular que se esta tratando.
Preferiblemente, el anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de
la presente invencién, y el compuesto activo adicional tendran actividades

complementarias, que no se perjudiquen entre si. En una realizacién preferida, el

RN
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agente terapéutico suplementario es un antagonista del factor de crecimiento
epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de crecimiento
derivado de las plaguetas (PDGF), heregulina, proteina estimulante de macréfagos
(MSP) o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o un antagonista de un
receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF),
proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
heregulina, proteina estimulante de macréfagos (MSP), o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), incluyendo el receptor HER2, receptor HER3, ¢-MET, u otro
receptor de tirosina-cinasas. En una realizaciéon preferida, el agente terapeéutico
adicional es un agente que se dirige a los antigenos de conjuntos de diferenciacion
(CD), incluyendo CD3, CD14, CD19, CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36,
CD40, CD44, CD52, CD55, CD59, CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137,
CD138, y CD152. En una realizacion preferida, el agente terapéutico adicional es un

agente quimioterapéutico o inmunomodulador.

Las composiciones de la invencion pueden estar en diferentes formas. Estas incluyen,
por ejemplo, formas farmacéuticas liquidas, semi-sdlidas, y sélidas, aunque la forma
preferida depende del modo de administracidon pretendido y de la aplicacién terapéutica.
Las composiciones tipicamente preferidas estan en la forma de soluciones inyectables
o para perfusion. El modo de administracion preferido es parenteral (por ejemplo,
intravenoso, intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo). En una realizacién preferida,
las composiciones de la invencién se administran por via intravenosa como un bolo o
mediante perfusién continua durante un periodo de tiempo. En otra realizacion
preferida, se inyectan por via intramuscular, subcutanea, intra-articular, intrasinovial,
intratumoral, peritumoral, intralesional, o perilesional, para ejercer efectos terapéuticos

locales asi como sistémicos.

Las composiciones estériles para la administracion parenteral se pueden preparar
incorporando el anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la
presente invencién en la cantidad requerida en el disolvente apropiado, seguido de
esterilizacién mediante microfiltracion. Como disolvente o vehiculo, se puede utilizar
agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol,
y similares, asi como una combinacién de éstos. En muchos casos, sera preferible
incluir en la composicién agentes isoténicos, tales como azucares, polialcoholes, o
cloruro de sodio. Estas composiciones pueden contener también adyuvantes, en
particular agentes humectantes, isotonizantes, emuisionantes, dispersantes vy
estabilizantes. Las composiciones estériles para la administracién parenteral también se
pueden preparar en la forma de composiciones sélidas estériles que se pueden disolver

en el momento de su utilizacion en agua esteéril o en cualquier otro medio inyectable
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estéril.

El anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la presente
invencién también se puede administrar oralmente. Como composiciones sélidas para
la administracién oral se pueden utilizar comprimidos, pastillas, polvos (capsulas de
gelatina, sobres) o granulos. En estas composiciones, el ingrediente activo segun la
invencién se mezcla con uno o mas diluyentes inertes tales como almidon, celulosa,
sacarosa, lactosa o silice, bajo una corriente de argén. Estas composiciones también
pueden comprender otras sustancias aparte de los diluyentes, por ejemplo, uno o mas
lubricantes tales como estearato de magnesio o talco, un colorante, un recubrimiento

(comprimidos recubiertos con azucar) o un barniz.

Como composiciones liquidas para la administracién oral, se pueden utilizar soluciones,
suspensiones, emulsiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables que
contienen diluyentes inertes tales como agua, etanol, glicerol, aceites vegetales o aceite
de parafina. Estas composiciones pueden comprender otras sustancias aparte de los
diluyentes, por ejemplo productos humectantes, edulcorantes, espesantes, saporiferos

o estabilizantes.

Las dosis dependen del efecto deseado, de la duracién del tratamiento y de la via de
administracion utilizada; generalmente estan entre 5 mg y 1000 mg al dia oralmente
para un adulto con dosis unitarias que varian de 1 mg a 250 mg de la sustancia activa.

En general, el médico determinara la dosis adecuada dependiendo de la edad, peso y

cualquier otro factor especifico del sujeto que se va a tratar.

METODOS TERAPEUTICOS DE USO

En otra realizacion, la presente invenciéon proporciona un método para destruir una
célula CD38" mediante la administracién a un paciente que lo necesite de un anticuerpo
que se une con dicha CD38 y es capaz de destruir dicha célula CD38" por apoptosis,
ADCC, y/o CDC. Cualquiera de los tipos de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, o
conjugados citotoxicos de la invencidn, se pueden utilizar terapéuticamente. La
invencién incluye por tanto el uso de anticuerpos monoclonales anti-CD38, fragmentos

de los mismos, o conjugados citotdxicos de los mismos como medicamentos.

En una realizacién preferida, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, o conjugados
citotdxicos de la invencion se usan para el tratamiento de un.trastorno hiperproliferativo
o enfermedad inflamatoria o enfermedad autoinmune en un mamifero. En una
realizacion mas preferida, una de las composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente, y que contiene un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o conjugado
citotoxico de la invencidn se usa para el tratamiento de un trastorno hiperproliferativo en
un mamifero. En una realizacion, el trastorno es un cancer. En particular, el cancer es

un cancer metastasico.

28
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Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de la invencidén son Utiles en el
tratamiento o prevencion de una variedad de canceres, incluyendo (pero sin limitarse a
eilos) los siguientes: carcinomas, incluyendo el de vejiga, mama, colon, rifién, higado,
pulmén, ovarios, pancreas, estémago, cuello de utero, tiroides y piel; incluyendo
carcinoma de células escamosas; tumores hematopoyéticos de linea celular linfoide,
incluyendo leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma
de células B, linfoma de células T, linfoma de Burkitt; tumores hematopoyéticos de linea
celular mieloide, incluyendo leucemias mielégenas agudas y crénicas y leucemia
promielocitica; tumores de origen mesenquimatoso, incluyendo fibrosarcoma vy
rabdomiosarcoma; otros tumores, incluyendo melanoma, seminoma, teratocarcinoma,
neuroblastoma y glioma; tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo
astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y schwannomas; tumores de origen
mesenquimatoso, incluyendo fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, y osteosarcoma; y otros
tumores, incluyendo melanoma, xeroderma pigmentosa, queratoacantoma, seminoma,
cancer folicular tiroideo y teratocarcinoma, y otros canceres en los que aun esta por
determinar que CD38 se exprese predominantemente. Preferiblemente, el trastorno es
NHL, BL, MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL, HL, o CML, en el que se expresa CD38, y
otros canceres en los que aun estd por determinar que CD38 se exprese
predominantemente. En otra realizacion, la composicion farmacéutica de la invencién
se puede usar para tratar enfermedades autoinmunes, tales como lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa,
gastritis, tiroiditis de Hashimoto, espondilitis anquilosante, vasculitis crioglobulinémica
asociada con hepatitis C, encefalitis focal crénica, penfigoide ampolloso, hemofilia A,
glomerulonefritis membranoproliferativa, sindrome de Sjogren, dermatomiositis en
adultos y juvenil, polimiositis en adultos, urticaria crénica, cirrosis biliar primaria, purpura
trombocitopénica idiopatica, neuromielitis Optica, enfermedad distiroidea de Graves,
penfigoide ampolloso, glomerulonefritis membranoproliferativa, sindrome de Churg-
Strauss, y asma. En otra realizacién, dicha composicion farmacéutica se refiere a otros
trastornos tales como, por ejemplo, rechazos a trasplantes, tales como rechazo a
trasplante renal, rechazo a trasplante de higado, rechazo a trasplante de pulmoén,
rechazo a trasplante cardiaco, y rechazo a trasplante de médula ésea; enfermedad del
injerto frente al hospedante; infecciones virales tales como infeccion por mV, infeccidén
por VIH, SIDA etc.; e infecciones parasitarias tales como giardiasis, amebiasis,
esquistosomiasis y otras que pueda determinar un experto en la técnica.

De manera similar, la 'presente invenciéon proporciona un método para inhibir el
crecimiento de poblaciones celulares seleccionadas que comprende poner en contacto
las células diana, o el tejido que contiene las células diana, con una cantidad eficaz de
anticuerpo, fragmento de anticuerpo o conjugado de anticuerpo de la presente

invencién, o un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o agente terapéutico que
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comprende un conjugado citotoxico, ya sea solo 0 en combinacién con otros agentes
citotéxicos o terapéuticos. En una realizacién preferida, el agente terapéutico adicional
es un antagonista del factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF),
proteina C, proteina' S, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
heregulina, proteina estimulante de macréfagos (MSP) o factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), o un antagonista de un receptor para el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), heregulina, proteina estimulante de
macréfagos (MSP), o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), incluyendo el
receptor HER2, receptor HER3, ¢c-MET, u otro receptor de tirosina-cinasas. En una
realizacion preferida, el agente terapéutico adicional es un agente que se dirige a los
antigenos de conjuntos de diferenciacion (CD), incluyendo CD3, CD14, CD19, CD20,
CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36, CD40, CD44, CD52, CD55, CD59, CD56,
CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137, CD138, y CD152. En una realizacién
preferida, el agente terapéutico adicional es un agente quimioterapéutico o

inmunomodulador.

El método para inhibir el crecimiento de poblaciones celulares seleccionadas puede
ponerse en practica in vitro, in vivo o ex vivo. Como se utiliza en |la presente memoria,
“inhibir el crecimiento” significa ralentizar el crecimiento de una célula, disminuir la
viabilidad celular, producir la muerte de una célula, lisar una célula e inducir la muerte

celular, ya sea en un periodo de tiempo corto o largo.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de médula 6sea autdloga antes de
su trasplante en el mismo paciente con el fin de destruir células enfermas o malignas;
tratamientos de médula ésea antes de su trasplante con el fin de destruir células T

competentes y prevenir la enfermedad de injerto contra hospedante (GVHD);

tratamientos de cultivos celulares con el fin de destruir todas las células excepto las

variantes deseadas que no expresan el antigeno diana; o para destruir las variantes

que expresan un antigeno indeseado.

Las condiciones de la utilizacidon no clinica in vitro se determinan facilmente por un
experto en la técnica.

Los ejemplos de utilizacién clinica ex vivo son para eliminar células tumorales o células
linfoides de la médula ésea antes del trasplante autélogo en el tratamiento del cancer o
en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, o para eliminar células T y otras
células linfoides de la médula désea autdloga o alogénica o de tejidos antes del
trasplante con el fin de prevenir la enfermedad de injerto contra hospedante (GVHD). Ei

tratamiento se puede realizar como sigue. Se recoge la médula 6sea del paciente o de



63

otro individuo y se incuba después en medio que contiene suero al que se ahade el
agente citotoxico de la invencion. Las concentraciones varian de aproximadamente 10
MM a 1 pM, durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 48 horas a
aproximadamente 37 °C. Las condiciones exactas de concentraciéon y tiempo de
incubacién, es decir, la dosis, las determinara facilmente un experto en la técnica.
Después de la incubacién, las células de la médula 6sea se lavan con medio que
contiene suero y se devuelven al paciente por perfusion i.v. segun métodos conocidos.
En circunstancias en las que el paciente recibe otro tratamiento tal como un curso de
guimioterapia ablativa o irradiacién de todo el cuerpo entre el momento de la
recoleccion de la médula y la reperfusién de las células tratadas, las células de médula
Osea tratadas se conservan congeladas en nitrégeno liquido usando un equipo médico

convencional.

Para la utilizacién clinica in vivo, el anticuerpo, el fragmento de anticuerpo que se une al
epitopo, o el conjugado citotdxico de la invencién se proporcionaran como soluciones
que se analizan para determinar su esterilidad y niveles de endotoxinas. Ejemplos de
protocolos adecuados para la administracién de los conjugados citotoxicos son los
siguientes. Los conjugados se administran semanalmente durante 4 semanas como un
bolo i.v. cada semana. Las dosis del bolo se proporcionan en 50 a 100 ml de solucién
salina normal a la que se pueden afadir 5 a 10 ml de albumina de suero humano. Las
dosis seran de 10 ug a 100 mg por administracion, i.v. (intervalo de 100 ng a 1 mg/kg al
dia). Mas preferiblemente, las dosis variaran de 50 ug a 30 mg. Lo mas
preferiblemente, las dosis variaran de 1 mg a 20 mg. Después de cuatro semanas de
tratamiento, el paciente puede continuar recibiendo el tratamiento semanalmente. El
especialista en la técnica puede determinar los protocolos clinicos especificos con
respecto a la via de administracidn, excipientes, diluyentes, dosificaciones, tiempos,

etc., cuando lo permita la situacion clinica.

DIAGNOSTICO

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la invencion se pueden utilizar también
para detectar CD38 en una muestra biolégica in vitro o in vivo. En una realizacién, los
anticuerpos anti-CD38 de la invencién se usan para determinar el nivel de CD38 en un
tejido o en células obtenidas del tejido. En una realizacion preferida, el tejido es un
tejido enfermo. En una realizacién preferida del método, el tejido es un tumor o una
biopsia de éste. En una realizacion preferida del método, en primer lugar se extirpa un
tejido o una biopsia de éste de un paciente, y se pueden determinar entonces los
niveles de CD38 en el tejido o en la biopsia en un inmunoensayo con los anticuerpos o
fragmentos de anticuerpo de la invencion. En otra realizacion preferida, el nivel de
CD38 se determina en una muestra de tejido o biopsia de éste, que puede ser

congelada o fijada. Se puede utilizar el mismo método para determinar otras



64

propiedades de la proteina CD38, tales como sus niveles en la superficie de la célula, o

su localizacion celular.

El método descrito anteriormente se puede utilizar para diagnosticar un cancer en un
sujeto que se sabe o sospecha que tiene un cancer, en el que el nivel de CD36 medido
en dicho paciente se compara con el de un sujeto normal de referencia o estandar.
Dicho método se puede utilizar entonces para determinar si un tumor expresa o no
CD38, lo que puede sugerir que el tumor respondera bien al tratamiento con los
anticuerpos, fragmentos de anticuerpo o conjugados de anticuerpo de la presente
invencion. Preferiblemente, el tumor es un NHL, BL, MM, B-CLL, ALL, TCL, AML, HCL,
HL, o CML, en el que se expresa CD38, y otros canceres en los que aun esta por

determinar que CD38 se exprese predominantemente.

La presente invencion proporciona ademas anticuerpos monoclonales, anticuerpos
humanizados y fragmentos de éstos que se unen al epitopo que se marcan ademas
para uso en aplicaciones de investigacion o de diagnéstico. En las realizaciones
preferidas, el marcaje es un marcaje radiactivo, un fluoréforo, un croméforo, un agente

de imagen o un ion metalico.

También se proporciona un método para el diagnéstico en el que dichos anticuerpos o
fragmentos de éstos que se unen al epitopo, marcados, se administran a un sujeto
sospechoso de tener un cancer o una enfermedad inflamatoria o una enfermedad
autoinmune, y se mide o monitoriza la distribucién de la marca dentro del cuerpo del

sujeto.

KIT

La presente invencién incluye también kits que comprenden, por ejemplo, un conjugado
citotoxico descrito e instrucciones para la utilizacion del conjugado citotdxico para
destruir tipos celulares particulares. Las instrucciones pueden incluir directrices para

utilizar los conjugados citotoxicos in vitro, in vivo o ex vivo.

Tipicamente, el kit tendra un compartimento que contiene el conjugado citotéxico. El
conjugado citotoxico puede estar en forma liofilizada, forma liquida, o en otra forma
adecuada para ser incluida en un kit. El kit puede contener también elementos
adicionales necesarios para llevar a la practica el método descrito en las instrucciones
del kit, tales como una solucién esterilizada para reconstituir un polvo liofilizado,
agentes adicionales para combinarse con el conjugado citotéxico antes de administrarlo

a un paciente, y medios que faciliten la administracion del conjugado a un paciente.

EJEMPLOS

La invencion se describe ahora por referencia a los siguientes ejemplos, que son

solamente ilustrativos, y que no pretenden limitar la presente invencion.
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Ejemplo 1

Anticuerpos CD38 de ratén

Para la inmunizacién de ratones Balb/c VAF, se usaron células 300-19, una linea de
células pre-B derivada de un ratén Balb/c (M. G. Reth et al. 1985, Nature, 317. 353-
355), que expresan establemente un alto nivel de CD38 humana. Se inmunizaron los
ratones subcutdneamente con aproximadamente 5x10° células 300-19 que expresan
CD38 por ratéon cada 2-3 semanas mediante protocolos estandar de inmunizacion
usados en ImmunoGen, Inc. Los ratones inmunizados se reforzaron con otra dosis de
antigeno tres dias antes de ser sacrificados para la generacién de hibridoma. Se
recogid el bazo del ratén segun protocolos estandar para animales y se trituré entre dos
portaobjetos microscépicos esmerilados estériles, para obtener una suspensiéon de
células separadas en medio RPMI-1640. Las células del bazo se sedimentaron, se
lavaron, y se fusionaron con células P3X63Ag8.653 de mieloma murino (J. F. Kearney
et al. 1979, J Immunol, 123. 1548-1550) utilizando polietilenglicol 1500 (Roche 783
641). Las células fusionadas se resuspendieron en medio de seleccién RPMI-1640 que
contiene hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT) (Sigma H-0262) y se seleccionaron
para crecimiento en placas de cultivo de fondo plano de 96 pocillos (Corning-Costar
3596, 200 (1l de suspension de células por pocillo) a 37 °C (5 % de CO2). Después de 5
dias de incubacién, se separaron de cada pocillo 100 0l de cultivo sobrenadante y se
reemplazaron con 100 Ol de medio RPMI-1640 que contiene suplemento de
hipoxantina-timidina (HT) (Sigma H-0137). Se continué la incubacién a 37 °C (5 % de
CO2) hasta que los clones de hibridoma estuvieron listos para el cribado de
anticuerpos. Se pueden usar otras técnicas de inmunizacién y produccién de hibridoma,
incIUyendo las descritas en J. Langone and H. Vunakis (Eds., Methods in Enzymology,
Vol. 121, “Immunochemical Techniques, Part I”; Academic Press, Florida) y E. Harlow
and D. Lane (“Antibodies: A Laboratory Manual’;1988; Cold Spring Harbor Laboratory

Press, New York).

Mediante separacion de células activadas por fluorescencia (FACS) usando un Becton
Dickinson FACSCalibur o una maquina FACSArray, se cribaron los sobrenadantes de
cultivo procedente del hibridoma (con antisuero IgG anti-ratén conjugado con FITC o
PE) para secrecion de anticuerpos monoclonales de raton que se unen a las células
300-19 que expresan CD38, pero no a las células 300-19 parentales. Los clones de
hibridoma que resultaron positivos se subclonaron, y el isotipo de cada anticuerpo anti-
CD38 segregado se identifico usando reactivos comerciales de isotipificacién (Roche
1493027). Un total de 29 anticuerpos que fueron positivos para la union con CD38 se
purificaron mediante cromatografia de proteina A 0 G usando un protocolo estandar y

después se caracterizaron adicionalmente.
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Ejemplo 2

Caracterizacion de la unién de anticuerpos anti-CD38

Los histogramas FACS que demuestran la unién de los anticuerpos anti-CD38, 38SB13,
38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 con las células 300-19 que expresan
CD38 y la ausencia de unién con las células 300-19 parentales se muestran en la FIG.
1. Se incubd el anticuerpo 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 (10
nM) durante 3 h o con las celulas 300-19 que expresan CD38 o con las células 300-19
parentales (1-2 x10° células por muestra) en 100 Ol de medio RPMI-1640 enfriado en
hielo suplementado con suero normal de cabra al 2 %. Después, se sedimentaron las
células, se lavaron, y se incubaron durante 1 h en hielo con anticuerpo IgG anti-ratén de
cabra conjugado con FITC (Jackson Laboratory, 100 0Ol, 6 Og/ml en medio RPMI-1640
frio suplementado con suero normal de cabra al 2 %). Se sedimentaron de nuevo las
células, se lavaron, se resuspendieron en 200 0Ol de PBS que contiene 1 % de
formaldehido, y se analizaron utilizando un citémetro de flujo FACSCalibur con

programa CellQuest (BD Biosciences).

Los histogramas FACS de las células 300-19 que expresan CD38 incubadas con
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, 0 38SB39 mostraron un fuerte cambio de
la fluorescencia, en comparacién con la del correspondiente control negativo (células
incubadas solamente con anticuerpo IgG anti-ratén de cabra conjugado con FITC) (FIG.
1). Ademas, no se detectd ningln cambio significativo de fluorescencia cuando las
células 300-19 parentales se incubaron con cualquiera de estos anticuerpos. Se
obtuvieron resultados similares cuando se utilizé el control positivo anticuerpo anti-
CD38, AT13/5 (Serotec, MCA1019).

Se observd también un fuerte cambio de la fluorescencia cuando se incubaron células
Ramos (ATCC CRL 1596) de linfoma con 38SB13, 385B18, 38SB19, 38SB30, 38SB31,
0 38SB39 (FIG. 1). Los valores para las constantes de disociacion aparente (KD) de
38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 para la unién con las células
Ramos se estimaron a partir de las curvas de andlisis FACS mostradas en la FIG. 2,
usando el método de regresion no lineal para curvas sigmoidales de dosis-respuesta
(GraphPad Prizm, version 4, software, San Diego, CA). Los valores son los siguientes:
0,10 nM, 0,10 nM, 0,12 nM, 0,16 nM, 0,11 nM, y 3,03 nM, respectivamente.

Ejemplo 3

Induccién de apoptosis de las células Ramos y Daudi de linfoma, por los anticuerpos
38SB13, 385B18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39.
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Los anticuerpos anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39
indujeron la apoptosis de las lineas de células Ramos y Daudi (ATCC CCL-213) de
linffoma y de la linea de células MOLP-8 de mieloma muiltiple (DSMZ ACC 569). El
grado de apoptosis se midié por analisis FACS después de tefir con conjugados FITC
de anexina V (Biosource PHN1018) y con TO-PRO-3 (Invitrogen T3605). La anexina V
se une con la fosfatidilserina en el exterior pero no en el interior de la bicapa membranal
celular de las células intactas. En las células normales, sanas, la fosfatidilserina se
expresa en el interior de la bicapa membranal, y la transicién de fosfatidilserina desde el
interior a la hoja exterior de la membrana plasmatica es una de las sefiales mas
tempranamente detectables de apoptosis. La unién de la anexina V es por tanto una
sefial de induccion de apoptosis. EIl TO-PRO-3 es un colorante monomérico de &cido
nucleico con cianina que solo puede penetrar la membrana plasmatica cuando la

integridad de la membrana esta rota, como ocurre en las tltimas etapas de apoptosis.

Las células que crecen exponencialmente se pusieron en placas a aproximadamente 2
x 10° células/ml en placas de 24 pocillos en medio RMPI-1640 suplementado con suero
fetal bovino al 10 % (FBS), L-glutamina 2 mM, y 50 0Jg/mi de gentamicina (indicado mas
adelante como medio RMPI-1640 completo). En general, las células se cultivaron en
medio RMPI-1640 completo, a menos que se indique otra cosa. Se incubaron las
células con anticuerpos anti-CD38 (10 nM) durante 24 h a 37 °C en una atmoésfera
humidificada que contiene 5 % de CO,. Se sedimentaron entonces las células, se
lavaron dos veces con 500 0! de PBS, se resuspendieron en 100 0Ol de tampén de
unién (proporcionado en el kit de anexina V-FITC), que contiene 5 (1l de anexina V-
FITC, y se incubaron durante 15 min sobre hielo. Después, se anadieron a la mezcla
400 Ol de tampén de unidén y TO-PRO-3 (hasta una concentracion final de 1 M), y se
midi6é inmediatamente, mediante FACS, la fluorescencia de FITC y TO-PRO-3 asociada
a la célula. Se recogieron cuatrocientos casos para cada muestra. Los graficos de
puntos para la fluorescencia de TO-PRO-3 (FL4-H; eje de las y) y para la fluorescencia
de anexina V-FITC (FL1-H; eje de las x) se generaron usando el programa CellQuest.

Los resultados se muestran en las FIG. 3 y 4. La FIG. 3 da un ejemplo de tal grafico de
puntos para las células Daudi después de una incubacién de 24 h con diferentes
anticuerpos anti-CD38. Los porcentajes medios de células positivas a la anexina V
(incluye tanto las células TO-PRO-3-positivas como las negativas) de muestras
duplicadas se determinaron a partir de estos graficos y se muestran en la FIG. 4. De
forma inesperada, los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y
38SB39 mostraron fuertes actividades apoptoticas. Por encima del 30 % de las células
Daudi expuestas a cualquiera de estos anticuerpos fueron anexina V-positivas, en
comparacién con solamente aproximadamente 6 % de las células no tratadas (FIG. 3y
4A). Los anticuerpos 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39 mostraron



68

actividades apoptéticas al menos 2,4 veces mas fuertes (24 % después de restar el
valor del control no tratado) que los anticuerpos CD38 murinos de la técnica anterior
ensayados a la misma concentracién 10 nM, (AT13/5, OKT10, IB4, y SUN-4B7, menos
de 10 % de células anexina V-positivas después de restar el valor del control no
tratado) y otros dos anticuerpos anti-CD38 generados en el laboratorio de esta
invencion, (38SB7 y 38SB23, no mas altos que el control no tratado, esto es
aproximadamente 6 % de células anexina V-positivas) (FIG. 4A). El AT13/5 se compré
a Serotec (MCA1019), y el OKT10 se produjo y se purificé de hibridoma (ATCC CRL-
8022). Los IB4 y SUN-4B7 fueron un regalo del Prof. F. Malavasi, University de Turin,
Italy. Similarmente, los anticuerpos anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30,
38SB31, y 38SB39 presentaron una actividad pro-apoptética al menos 3,5 veces mas
fuerte sobre otra linea celular de linfoma, Ramos (7 % o mas de células anexina-V-
positivas después de restar el valor del control no tratado) que o bien los anticuerpos
CD38 murinos de la técnica anterior, AT13/5, OKT10, IB4, y SUN-4B7, u otros dos
nuevos anticuerpos anti-CD38, 38SB7 y 38SB23 (menos de 2 % de células anexina V-
positivas después de restar el valor del control no tratado) (FIG. 4B). Finalmente, los
anticuerpos anti-CD38, 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39
presentaron una fuerte actividad pro-apoptética sobre la linea de células MOLP-8 de
mieloma multiple (FIG. 4C). Aproximadamente 50 % de las células MOLP-8 tratadas
con estos anticuerpos fueron anexina V-positivas, comparadas con aproximadamente
39 % de las células no tratadas. En contraste, el tratamiento con cualqdiera de los
anticuerpos CD38 murinos de la técnica anterior, AT13/5, OKT10, IB4, y SUN-4B7, u
otros dos nuevos anticuerpos anti-CD38, 38SB7 y 38SB23 no produjeron ningun

aumento de la porcion de células apoptdticas.
Ejemplo 4

Clonacion y secuenciacién de las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-CD38

Anticuerpo 38SB19.

Preparacion de RNA a partir de células de hibridoma que producen el anticuerpo
38SB19
Las preparaciones de RNA total se obtuvieron a partir de 5 x 10° células de hibridoma,

que producen el anticuerpo 38SB19, utilizando el kit RNeasy miniprep de Qiagen.
Brevemente, 5 x 10° células se sedimentaron y se resuspendieron en 350 ul de tampén
RLT (que contiene 1 % de B-mercaptoetanol). La suspensién se homogeneizé
pasandola a través de una aguja y jeringa de 21,5 G aproximadamente 10 — 20 veces o
hasta que dej6 de ser viscosa. Se afadié etanol (350 pl de etanol acuoso al 70 %) al
homogenato, que se mezcld bien. La solucién se transfirid a una columna de

centrifugado, se puso en un tubo de recogida de 2 ml y se centrifugd a >8000 x g
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durante 15 segundos. Se lavo la columna dos veces con 500 pl de tampén RPE, se
transfirié entonces a un tubo nuevo y se eluyé con 30 ul de agua sin RNasa y una
centrifugacion de 1 minuto. El eluato (30 pl) se puso de nuevo en la columna para un
segundo centrifugado de la eluciéon de 1 minuto. Una alicuota de los 30 ul del eluato se
diluyé con agua y se us6 para medir la absorcién UV a 260 nm para la cuantificacion del
RNA.

Preparacion de cDNA con la reaccion de la transcriptasa inversa (RT)
El cDNA de la region variable del anticuerpo 38SB19 se gener6 a partir del RNA total

usando el kit Superscriptll de Invitrogen. Se siguieron exactamente los protocolos del
kit, utilizando hasta 5 pug de RNA total de las minipreparaciones de Qianeasy.
Brevemente, el RNA, 1 yl de cebadores aleatorios, y 1 ul de mezcla de dNTP se
llevaron hasta 12 pl con agua destilada estéril sin RNasa y se incubaron a 65 OC
durante 5 minutos. Se puso entonces |la mezcla en hielo durante al menos 1 minuto. Se
afadieron después 4 ul de tampédn de reaccién 5 x, 2 yl de DTT 0,1 M, y 1 ul de
RNaseOUT y se incubd la mezcla a 25 °C durante 2 minutos en un ciclador térmico MJ
Research. El ciclador térmico se detuvo de manera que se pudo afadir 1 ul de enzima
Superscriptll y después se volvié a poner en marcha durante 10 minutos adicionales a
25 °C antes de cambiar a 55 °C durante 50 minutos. La reaccién se inactivé con calor
calentando a 70 °C durante 15 min y elimind la RNasa mediante la adicién de 1 i de

RNasa H e incubando a 37 °C durante 20 minutos.

Reacciones de PCR degenerada

El procedimiento para la primera ronda de la reaccion de PCR degenerada
sobre el cDNA derivado de las células de hibridoma se basé en los métodos
descritos en Wang et al. (2000) y Co ef al.(1992). Los cebadores para esta
ronda (Tabla 2) contienen sitios de restriccion que facilitan la clonacién en los
plasmidos pBluescriptll.

Los componentes de la reaccién de PCR (Tabla 3) se mezclaron en hielo en tubos de

PCR de pared fina y después se transfirieron a un ciclador térmico MJ Research
precalentado y detenido a 94 0OC. Las reacciones se realizaron utilizando un programa
obtenido de Wang et al. 2000 como sigue;

Nombre: Wang45

94 °C 3:00 min

94°C 0:15s

45°C 1:00 min

72°C 2:00 min

Ira2 29 veces

72°C 6:00 min

4 °C para siempre

final :

Las mezclas de la reaccion de PCR se hicieron correr entonces en un gel de agarosa al

1 %, de bajo punto de fusién, se cortaron las bandas de 300 a 400 pb, se purificaron

utilizando minicolumnas de DNA de Zymo, y se mandaron a Agencourt biosciences
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para la secuenciacion. Los cebadores de PCR 5’ y 3’ respectivos se utilizaron como
cebadores de secuenciacion para generar los cDNA de la regién variable de 38SB19

desde ambas direcciones.

Clonacién de la secuencia del extremo &’
Debido a que los cebadores degenerados utilizados para clonar las secuencias de

cDNA de cadena ligera y pesada de la region variable de 38SB19 alteran las
secuencias del extremo 5’, se necesitaron trabajos de secuenciacién adicionales para
descifrar las secuencias completas. La secuencia de cDNA preliminar obtenida
mediante los métodos descritos anteriormente se utilizé para buscar en el sitio NCBI
IgBlast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) las secuencias de la linea germinal murina
de las que se obtiene la secuencia de 38SB19. Se disefiaron cebadores de PCR (Tabla
3) para hibridar con la secuencia lider del anticuerpo murino de manera que una nueva
reaccion de PCR pudiera proporcionar el cDNA completo de la regién variable, sin
alteraciones debidas a los cebadores de PCR. Las reacciones de PCR, las
purificaciones de las bandas, y la secuenciacion se realizaron como se ha descrito

anteriormente.

Analisis peptidico para la confirmacién de la secuencia

La informacién de la secuencia de cDNA de la regién variable se combiné con la
secuencia de la region constante de la linea germinal para obtener secuencias de cDNA
del anticuerpo de longitud completa. Los pesos moleculares de la cadena pesada y de
la cadena ligera se calcularon entonces y se compararon con [os pesos moleculares

obtenidos mediante analisis LC/MS del anticuerpo murino 38SB19.

La Tabla 4 proporciona la masa calculada de las secuencias de cDNA de 38SB19 LC y
HC junto con los valores medidos por LC/MS. Las medidas del peso molecular son
consistentes con las secuencias de cDNA tanto de la cadena ligera como de la cadena
pesada de 38SB19. '

Ejemplo 5

Expresion recombinante de anticuerpos hu38SB19

Las secuencias de la region variable de hu38SB19 fueron optimizadas en codones y
sintetizadas por Blue Heron Biotechnology. Las secuencias estan flanqueadas por sitios
de la enzima de restriccion para clonar en marco con las respectivas secuencias
constantes tanto en cadena sencilla como en cadena dual en tandem en plasmidos de
expresion de mamiferos. La region variable de la cadena ligera es clonada en los sitios
EcoRI y BsiWI tanto en los plasmidos ps38SB19LCZv1.0 como en los plasmidos
ps38SB19v1.00 (FIG. 5A y 5C). La regién variable de cadena pesada es clonada en los
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sitios Hindlll y Apal tanto en los plasmidos ps38SB19HCNv1.0 como en los
ps38SB19v1.00 (FIG. 5B y 5C). Estos plasmidos se pueden usar para expresar
hu38SB19 en transfecciones transitorias o estables en las células de mamiferos. Se
usaron construcciones de vectores de expresion similares para producir otros

anticuerpos quiméricos y humanizados.

Se realizaron transfecciones transitorias para expresar hu38SB19 en células HEK-293T
usando reactivos CaPO, de BD biosciences. Los protocolos suministrados fueron
modificados ligeramente para mejorar los rendimientos de la expresion. Brevemente, se
pusieron en placas 2 x 10° células HEK-293T sobre placas de cultivo de tejidos de 10
cm recubiertas con polietilenimina (PEI) 24 h antes de la transfeccion. La transfeccion
empezo6 lavando las células con PBS y reemplazando el medio con 10 ml de DMEM
(Invitrogen) con 1 % de Ultra Low IgG FBS (Hyclone). La solucion A (10 ug de DNA,
86,8 ul de solucién de Ca*, y hasta 500 ul con H,O) se afiadié gota a gota a la solucién
B mientras se agitaba en vértex. Se incubé la mezcla a temperatura ambiente durante 1
min y se anadi® 1 ml de la mezcla gota a gota a cada placa de 10 cm.
Aprdximadamente 16 h post-transfeccién, se reemplazé el medio con 10 ml de DMEM
fresco con 1 % de Ultra Low IgG FBS. Aproximadamente 24 horas mas tarde se afadié
butirato de sodio 2 mM a cada placa de 10 cm. La transfeccién se recogié 4 dias mas
tarde.

Se prepar6 el sobrenadante para la cromatografia de afinidad de proteina A por la
adicién de 1/10 de volumen de tampon Tris 1 M/HCI, pH 8,0. Se filtré el sobrenadante
con pH ajustado a través de una membrana filtrante de 0,22 ym y se cargd sobre una
columna de sefarosa-proteina A (HiTrap proteina A HP, 1 ml, Amersham Biosciences)
equilibrada con tampén de unién (PBS, pH 7,3). Se conectd una precolumna de Q-
sefarosa (10 ml) hacia arriba de la columna de proteina A durante la carga de la
muestra para reducir la contaminacion con material celular tal como DNA. Después de
la carga de la muestra, se separd la precolumna y se invirtié la orientacion de la
columna de proteina A para lavado y elucién. Se lavé la columna con tampén de unién
hasta que se obtuvo una linea base estable sin absorbancia a 280 nm. Se eluyé el
anticuerpo con tampén de &cido acético 0,1 M que contiene NaCl 0,15 M, pH 2,8,
usando un caudal de 0,5 ml/min. Se recogieron fracciones de aproximadamente 0,25 mi
y se neutralizaron por la adicién de 1/10 de volumen de Tris 1 M /HCI, pH 8,0. Se
dializaron la fraccién o fracciones pico durante la noche dos veces frente a PBS y se
cuantificé el anticuerpo purificado por la absorbancia a ODag. Los anticuerpos
humanizados y quiméricos se pueden purificar también usando una columna de

proteina G con procedimientos ligeramente diferentes.

Todos los anticuerpos anti-CD38 quiméricos y humanizados descritos se expresaron y

purificaron con procedimientos similares a los descritos anteriormente.
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Ejemplo 6

Actividades de citotoxicidad mediada por las células dependiente de anticuerpo (ADCC)

de anticuerpos anti-CD38 quiméricos.

Puesto que se habia demostrado previamente que algunos anticuerpos anti-CD38
tenian actividad ADCC y/o CDC como anticuerpos quiméricos o humanizados con
regiones constantes de IgG1 humana (J. H. Ellis et al. 1995, J Immunol, 155: 925-937;
F. K. Stevenson et al. 1991, Blood, 77: 1071-1079; WO 2005/103083), se prepararon
las versiones quiméricas de 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39,
gue consisten en regiones variables murinas y la region constante 1gG1/IgKappa
humana, y se analizaron en cuanto a actividades ADCC y/o CDC.

Los anticuerpos ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, ch38SB31, y ch38SB39
se analizaron en primer lugar en cuanto a ADCC usando células Ramos como células
diana y células destructoras naturales humanas (NK) como células efectoras. Un
ensayo de liberacion de lactato-deshidrogenasa (LDH) se utiliz6 para medir la lisis
celular (R. L. Shields et al., 2001, J Biol Chem, 276: 6591-6604).

Las ceélulas NK se aislaron en primer lugar de sangre humana (de un donante normal;
comprada a Research Blood Components, Inc., Brighton, MA) usando un protocolo
modificado para el Kit || de aislamiento de las NK (Miltenyi Biotech). Se diluyé la sangre
2-3 veces con solucion salina equilibrada de Hank (HBSS). Veinticinco ml de sangre
diluida se extendieron cuidadosamente sobre 25 ml de Ficoll Paque en un tubo cénico
de 50 m! y se centrifugaron a 400 g durante 45 min a 19 °C. Se recogieron las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) a partir de la interfase, se transfirieron a
un nuevo tubo cénico de 50 ml, y se lavaron una vez con HBSS. Las PBMC se
resuspendieron en 2 ml de tampén de aislamiento de NK, y después se afadieron a la
suspension celular 500 ul de cocktail biotina-anticuerpo (del kit de aislamiento de NK,
130-091-152, Miltenyi Biotech). El cocktail de biotina-anticuerpo contiene anticuerpos
biotinilados que se unen a los linfocitos, excepto a las células NK. Se incubd la mezcla
a 4 °C durante 10 min, y después se afiadieron 1,5 ml de tampdn de aislamiento de NK
(PBS, BSA al 0,1 %, EDTA 1 mM) y 1 ml de micro-perlas anti-biotina. La mezcla célula-
anticuerpo se incubé durante otros 15 min a 4 °C. A continuacion, se lavaron las células
una vez con 50 ml de tampén de aislamiento de NK y se resuspendieron en 3 ml de
tampdn de aislamiento de NK. Después, la columna MACS LS (sobre el separador
MACS, Miltenyi Biotech) se pre-lavé con 3 ml de tampén de aislamiento de NK. Se
cargd entonces la suspension celular sobre la columna LS. Se recogi6 el efluente
(fraccidon con células no marcadas) en un nuevo tubo cénico de 50 ml. Se lavo la
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columna 3 veces con 3 ml de tampon de aislamiento de NK. Se recogi6 todo el efluente
en el mismo tubo y se lavo una vez con 50 ml de tampdn de aislamiento de NK. Las
células NK se pusieron en placas en 30 ml de RPMI-1640 suplementado con 5 % de

suero fetal bovino y 50 0g/ml de gentamicina.

Se dividieron en alicuotas (50 ul/pocillo) diferentes concentraciones de anticuerpos
ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19, ch38SB30, ch38SB31, y ch38SB39 en medio RPMI-
1640 suplementado con BSA al 0,1 %, HEPES 20 mM, pH 7,4, y 50 Og/ml de
gentamicina (indicado mas adelante como medio RHBP) en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos. Las células diana, Ramos, se resuspendieron a 10° células/ml
en medio RHBP y se afadieron a cada pocillo (100 pl/pocillo) que contiene las
diluciones de anticuerpo. La placa que contiene las células diana y las diluciones de
anticuerpo se incubo durante 30 min a 37 °C. Se anadieron entonces las células NK (50
pl/pocillo) a los pocillos que contienen las células diana tipicamente a una proporciéon de
1 célula diana para 3-6 células NK. Se afiadié medio RHBP (50 ul/pocillo) a los pocillos
control con células NK. También, se afiadieron 20 ul de solucién de Triton X-100 (
medio RPMI-1640, Triton X-100 al 10 %) a los 3 pocillos que contienen solamente
células diana sin anticuerpo, para determinar la liberacién maxima posible de LDH. Se
incubaron las mezclas a 37 °C durante 4 h, se centrifugaron después durante 10 min a
1200 rpm, y se transfirieron cuidadosamente 100 pl del sobrenadante a una nueva
placa de fondo plano de 96 pocillos. Se afiadié a cada pocillo la mezcla de reaccién de
LDH (100 ul/pocillo) del Kit de deteccidn de citotoxicidad (Roche 1 644 793) y se incubd
a temperatura ambiente durante 5-30 min. Se midié la densidad éptica de las muestras
a 490 nm (OD.q). Se determiné el porcentaje de lisis especifica de cada muestra
asignando una lisis del 100 % al valor ODyg de las muestras tratadas con Triton X-100
y una lisis de 0 % al valor OD,e de la muestra control no tratada que contiene
solamente células diana. Las muestras que contienen solamente células NK dieron

lecturas OD,q despreciables.

Cuando se ensayaron con células Ramos como diana y células efectoras NK, los
anticuerpos anti-CD38 quiméricos presentaron actividades ADCC muy potentes (FIG.
6). Los valores ECsy se estimaron por un método de regresiéon no lineal con curvas
dosis-respuesta sigmoidales y se encontré que eran los siguientes: 0,0013 pg/ml para
ch38SB13, 0,0013 pg/ml para ch38SB18, 0,0018 pg/ml para ch38SB19, 0,0022 pg/ml
para ch38SB30, 0,0012 ug/ml para ch38SB31, 0,1132 pg/ml para ch38SB39. Los
anticuerpos anti-CD38 quiméricos también presentaron una potente actividad ADCC
sobre células LP-1 (DSMZ ACC 41) de mieloma multiple (valores ECso: 0,00056 pg/mi
para ch38SB18; 0,00034 ug/ml para ch38SB19; 0,00024 ug/ml para ch38SB31) (FIG.
7A). El Ch38SB19 también destruy6 de forma eficaz las células Daudi de linfoma (FIG.
7B), las células NALM-8 B-ALL (DSMZ ACC 128) (FIG. 8A), y las células MOLT-4 T-
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ALL (ATTC CRL-1582) (FIG. 8B) por ADCC, lo que sugiere que los anticuerpos anti-
CD38 con una actividad apoptoética inusualmente potente también tienen una potente
actividad ADCC frente a diferentes células tumorales derivadas de diferentes
neoplasias hematopoyéticas. Ademas, un anticuerpo control IgG1 no reactivo
(rituximab, Biogenldec) (FIG. 7A, 8A, y 8B) o mu38SB19 (FIG. 7B) en el mismo

experimento no tuvo ninguna actividad ADCC significativa.
Ejemplo 7

Actividades CDC de anticuerpos anti-CD38 guiméricos.

Se midieron las actividades CDC de los anticuerpos ch38SB13, ch38SB18, ch38SB19,
ch38SB30, ch38SB31, y ch38SB39 basandose en un método modificado de (H.
Gazzano-Santoro et al. 1997, J. Immunol Methods, 202: 163-171). El complemento
humano fue suero de complemento humano liofilizado (Sigma-Aldrich S1764) que se
reconstituyd con agua purificada estéril como indica el fabricante y se diluyd después
cinco veces con medio RHBP inmediatamente antes del experimento. Las células diana
suspendidas a 10° células/ml en medio RHBP se distribuyeron en alicuotas a los
pocillos de una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (50 ul/pocillo). Después, se
afiadieron 50 pl de diferentes concentraciones (de 10 nM a 0,001 nM) de los
anticuerpos anti-CD38 en medio RHBP (un anticuerpo por muestra), lo que fue seguido
por 50 pl/pocillo de soluciéon de complemento. Se incub6 entonces la placa durante 2 h
a 37 °C en una atmésfera humidificada que contiene 5 % de CO,, después de cuyo
tiempo se afadieron a cada pocillo 50 pl de reactivo azul Alamar al 40 % (Biosource
DAL1100) diluido en RHBP (10 % al final) para medir la viabilidad de las células. El azul
Alamar monitoriza la capacidad reductora de las células viables. Se incubd la placa
durante 5-18 h a 37 °C antes de medir la fluorescencia (en unidades de fluorescencia
relativa, RFU) a 540/590 nm. El porcentaje de viabilidad especifica de las células para
cada muestra se determiné en primer lugar corrigiendo los valores experimentales para
la fluorescencia de fondo, restando el valor RFU de fondo (pocillos con medio
solamente, sin ninguna célula) de los valores RFU para cada muestra, y después,
dividiendo los valores RFU corregidos por el valor RFU corregido.de las muestras de
celulas no tratadas.

Cuando las actividades CDC de las muestras del anticuerpo anti-CD38 quimérico se
ensayaron con células Raji-IMG usando complemento humano a una dilucion final de 5
%, los anticuerpos anti-CD38 quiméricos mostraron actividades CDC muy poténtes
(FIG. 9). Las Raji-IMG son células derivadas de las células Raji (ATCC CCL-86) y
expresan niveles mas bajos de los inhibidores del complemento membranales CD55 y
CD59. Los valores ECs5 se estimaron por regresion no lineal a partir de las curvas
dosis-respuesta sigmoidales mostradas en la Fig. 8. y son como sigue: 0,005 Og/ml



75

para ch38SB13, 0,0101 Og/ml para ch38SB18, 0,028 Og/mi para ch38SB19, 0,020
Og/ml para ch38SB30, 0,010 Dg/ml para ch38SB31, y 0,400 Og/ml para ch38SB39. Los
anticuerpos anti-CD38 quiméricos también presentaron una potente actividad CDC
hacia las células LP-1 de mieloma muiltiple (valor ECs,: 0,032 Og/ml para ch38SB18;
0,030 Og/ml para ch38SB19; 0,043 Og/ml para ch38SB31), mientras que una IgG1
control quimérica no reactiva (rituximab, Biogenldec) no tuvo ninguna actividad CDC
(FIG. 10). Cuando los anticuerpos CD38 quiméricos sé ensyayaron sobre células Daudi
de linfoma, los diferentes anticuerpos anti-CD38 difirieron en sus actividades CDC (FIG.
11). Mientras que la viabilidad especifica de las células Daudi fue menor de 15 %
después de su incubacion con 1,25 Og/ml de ch38SB19 en presencia de complemento,
hubo solamente una disminucién marginal en la viabilidad especifica de estas células
después de su incubacién con ch38SB18 o ch38SB39 (1,25 0g/ml o concentracién mas
alta) en presencia de complemento ( la viabilidad especifica fue 85 % y 91 %,
respectivamente). Ademas, sélo se observé una modesta reduccién de la viabilidad
especifica cuando se incubaron las células Daudi con 1,25 Og/ml o una concentracion
mas alta de ch38SB13, ch38SB30, y ch38SB31 en presencia de complemento ( la
viabilidad especifica fue 65 %, 45 %, y 53 %, respectivamente).

Ejemplo 8

Afinidad de unién y actividades apoptotica, ADCC, y CDC de anticuerpos anti-CD38

humanizados.

Las dos versiones de 38SB19 humanizado (hu38SB19 v1.00 y v1.20) y el 38SB19
quimeérico presentaron similares afinidades de unién cuando se ensayaron con células
Ramos con valores Kp de 0,23 nM, 0,25 nM, y 0,18 nM, respectivamente (FIG. 12A).
Las afinidades de unién de los anticuerpos 38SB19 quiméricos y humanizados se
compararon también en un ensayo de unidn competitivo, en el que se mide su
capacidad de competir con la unidn del anticuerpo 38SB19 murino biotinilado. El
anticuerpo 38SB19 murino marcado con biotina (3 x 10™"° M) se mezcld con diferentes
concentraciones de ch38SB19, hu38SB19 v1.00, o hu38SB19 v1.20. La mezcla de
anticuerpos se incubd con células Ramos, y la cantidad del 38SB19 murino biotinilado
unido a las células se midié con estreptavidina conjugada a FITC por analisis FACS.
Los Hu38SB19 v1.00, hu38SB19 v1.20, y ch38SB19 compitieron igualmente bien con la
unién de 38SB19 murino biotinilado (FIG. 12B), indicando de nuevo que la afinidad de
unién no se ha visto afectada por la humanizacion. Cuando se compararon los
ch38SB19, hu38SB19 v1.00 y hu38SB19 v1.20 (10° a 10" M) en cuanto a su
capacidad para inducir la apoptosis de las células Daudi, mostraron similares
actividades apoptdticas (FIG. 13). Por otra parte, los hu38SB19 v1.00 y v1.20 también
mostraron similar potencia ADCC que el ch38SB19 en las céiulas LP-1 (FIG. 14) y
similar potencia CDC que el ch38SB19 en las células Raji-IMG y LP-1 (FIG. 15). El
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Hu38SB19 v1.00 también mostrd similar actividad CDC que el ch38SB19 en la linea de
células DND-41 de leucemia linfoblastica aguda de células T (DSMZ 525) (FIG 15). El
Hu38SB19 v1.00 fue ensayado ademas en cuanto a su capacidad para inducir la
apoptosis en un conjunto diverso de lineas de células (FIG. 16). El tratamiento con
hu38SB19 v1.00 (10® M) dio como resultado un incremento dramatico de células
anexina V-positivas en las lineas de células de linfoma de células B, SU-DHL-8 (DSMZ
ACC 573) (de 7 % en las células control no tratadas a 97 % en las células tratadas con
hu38SB19) y NU-DUL-1 (DSMZ ACC 579) (de 10 % en las células control no tratadas a
37 % en las células tratadas con hu38SB19) y la linea de células T-ALL, DND-41 (de 7
% en las células control no tratadas a 69 % en las células tratadas con hu38SB19). En
adicién, el tratamiento con hu38SB19 v1.00 (10® M) aumenté la porcion de células
anexina V-positivas en la linea de células JVM-13 de leucemia linfocitica de células B
(DSMZ ACC 19) (de 8 % en las células control no tratadas a 17 % en las células
tratadas con hu38SB19) y en la linea de células HC-1 de leucemia de células peludas
(DSMZ ACC 301) (de 6 % en las células control no tratadas a 10 % en las células
tratadas con hu38SB19).

Similarmente, dos versiones de 38SB31 humanizado (hu38SB31 v1.1 y v1.2) y el
38SB31 quimérico presentaron afinidades similares de unién cuando se ensayaron con
células Ramos con valores Kp de 0,13 nM, 0,11 nM, y 0,12 nM, respectivamente. Las
afinidades de uniéon de los anticuerpos 38SB31 quiméricos y humanizados se
compararon también en un ensayo competitivo de unién, como se ha descrito antes y
se comportaron igualmente bien. Se ensay6 ademas el Hu38SB31v1.1 en cuanto a su
capacidad para inducir la apoptosis en varias lineas de células. El anticuerpo
humanizado mostré similares actividades apoptéticas que ch38SB31 hacia las células

‘Ramos, Daudi, Molp-8 y SU-DHL-8. Por otra parte, el hu38SB31 v1.1 también mostré

similares actividades ADCC y CDC que el ch38SB31 en estas lineas de células.
Ejemplo 9

Eficacia in vivo de 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, y 38SB39.

Las actividades anti-tumorales in vivo de 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31,
y 38SB39 se investigaron en un modelo de supervivencia de tumor de xenoinjerto
humano en ratones inmunodeficientes (hembras CB.17 SCID) establecido con células
Ramos de linfoma. Se inocularon los ratones hembras CB.17 SCID con 2 x 10° células
Ramos en 0,1 ml de medio libre de suero a través de una vena caudal lateral. Siete dias
después de la inoculacion de las células tumorales, se distribuyeron los ratones
aleatoriamente en siete grupos basandose en el peso corporal. Habia 10 ratones por
grupo, excepto para el grupo tratado con 38SB31, que tenia 6 ratones, y el grupo
tratado con 38SB39, que tenia 8 ratones. Se administraron los anticuerpos a los ratones
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intravenosamente a una dosis de 40 mg/kg, dos veces por semana, en tres semanas
sucesivas, empezando siete dias después de la inoculacion de las células. Se
sacrificaron los ratones cuando una o ambas patas traseras estaban paralizadas,
cuando la pérdida de peso corporal fue mas del 20 % desde el valor de pre-tratamiento,
o cuando el animal estaba demasiado enfermo para alcanzar el alimento y el agua. El
tratamiento con 38SB13, 38SB18, 38SB19, 38SB30, 38SB31, o 38SB39 prolongd
significativamente la supervivencia de los ratones en comparacion con la de los ratones
tratados con PBS (Fig. 17). La mediana de supervivencia de los ratones tratados con
PBS fue de 22 dias y la de los grupos tratados con anticuerpo varié de 28 a 33 dias.

Las actividades anti-tumorales in vivo de mu38SB19 y hu38SB19 se investigaron
ademas en modelos adicionales de tumores por xenoinjerto humano en ratones
inmunodeficientes. Para un modelo de supervivencia de linfoma Daudi, se inocularon
los ratones SCID con 5 x 10° células Daudi en 0,1 ml de medio libre de suero a través
de una vena caudal lateral. El estudio se llevé a cabo como se ha descrito antes. El
tratamiento con mu38SB19 o con hu38SB19 prolongé significativamente la
supervivencia de los ratones en comparaciéon con la de los ratones tratados con PBS
(Fig. 18). La mediana de supervivencia de los ratones tratados con PBS fue de 22 dias,
mientras que la mediana de supervivencia de los ratones tratados con anticuerpo fue de
47 dias.

Para un modelo de tumor NCI-H929 de mieloma multiple, se inocularon ratones SCID
subcutaneamente con 107 células. Cuando los tumores fueron palpables el dia 8, se
distribuyeron los animales aleatoriamente en grupos de 10 segun el peso corporal y se
comenzé el tratamiento con anticuerpo. El anticuerpo hu38SB19 o un anticuerpo control
IgG1 quimérico no reactivo (rituximab, Biogenldec) se administraron a los ratones
intravenosamente a una dosis de 40 mg/kg, dos veces por semana, en tres semanas
sucesivas. Se hizo seguimiento del volumen del tumor y se sacrificaron los animales
cuando los tumores alcanzaron un tamafio de 2000 mm?® o cuando se necrosaron. El
grupo tratado con PBS alcanzé un volumen de tumor medio de 1000 mm? el dia 89, el
grupo del anticuerpo control IgG1 quimérico el dia 84 (Fig. 19). El tratamiento con
hu38SB19 evitdé completamente el crecimiento del tumor en los 10 animales. Por
contraste, solamente dos animales del grupo tratado con PBS y tres animales del grupo

del anticuerpo control IgG1 quimérico presentaron regresion del tumor.

Para un modelo de tumor MOLP-8 de mieloma muitiple, se inocularon los ratones SCID
subcutaneamente con 10° células. Cuando los tumores fueron palpables el dia 4, se
distribuyeron los animales aleatoriamente en grupos de 10 segun el peso corporal y se
comenzoé el tratamiento con anticuerpo. Los anticuerpos hu38SB19 y mu38SB19 o un
anticuerpo control IgG1 quimérico se administraron a los ratones intravenosamente a

una dosis de 40 mg/kg, dos veces por semana, en tres semanas sucesivas. Se hizo
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seguimiento del volumen del tumor y se sacrificaron los animales cuando los tumores

alcanzaron un tamafio de 2000 mm?® o cuando se necrosaron. El grupo tratado con PBS

alcanz6 un volumen medio de tumor de 500 mm? el dia 22, el grupo del anticuerpo
control 1IgG1 quimérico el dia 23 (Fig. 20). Ninguno de los tumores en estos grupos
sufrié regresion. Por contraste, el tratamiento con hu38SB19 o mu38SB19 dio lugar a la

regresion del tumor en 8 de 10 o 6 de 10 animales, respectivamente.



TABLAS

Tabla 1A:

Los residuos de la superficie del marco de cadena ligera de mu38SB19 y los
correspondientes residuos en la misma posicién Kabat en el anticuerpo humano 1.69.
Los residuos que son diferentes y por tanto cambian en el anticuerpo hu38SB19 estan
en celdas sombreadas. Los residuos con (*) estan retromutados al residuo mu38SB19
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en una o mas variantes de hu38SB19.
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Tabla 1B:

Los residuos de la superficie del marco de cadena pesada de mu38SB19 y los
correspondientes residuos en la misma posicidén Kabat en el anticuerpo humano 1.69.
Los residuos que son diferentes y por tanto cambian en el anticuerpo hu38SB19 estan
en celdas sombreadas.

Residuos de superficie del marco de cadena pesada de mu38SB19 y los

correspondientes residuos en el anticuerpo humano 1.69

Posicion Kabat mu38SB19 1,69
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Tabla 2.

Los cebadores usados para las reacciones de PCR degenerada se basan en los
de Wang et al., 2000 excepto HindKL que se basa en Co ef al. 1992. Las bases
mixtas se deﬁnen como sigue: H=A+T+C, S=g+C, Y=C+T, K= G+T, M=A+C,
R=A+g, W=A+T, V = A+C+G.

Cebador Secuencia

BamlgG1 GGAGGATCCATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC
(SEQ ID NO.
73).
lgG2Abam GGAGGATCCCTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA
(SEQ ID NO.
74).

EcoMH1 CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTC
(SEQ ID NO.
75).
EcoMH2 cttccggaattcsargtnmagctgsagsagtcwgg
(SEQ ID NO.
76).

SaciMK GGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA
(SEQ ID NO.
77).

HindKL TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATAC
(SEQ ID NO. AGTTGGTGC

78).
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Tabla 3:

Las mezclas de la reaccién de PCR de la cadena ligera y pesada para la clonacién de

las secuencias de cDNA de la region variable de 38SB19.

Mezcla de reaccién de la cadena ligera Mezcla de reaccion de la cadena pesada

5 ul de tampon de reaccion PCR 10 X 5 pl de tampodn de reaccién PCR 10 X
(Roche) (Roche)

4 nl de mezcla dNTP 10 mM (2,5 mM 4 nl de mezcla dNTP 10 mM (2,5 mM cada
cada uno) uno)

2 ul Plantilla ( reaccién a temperatura 2 pl Plantilla ( reaccién a temperatura
ambiente) ambiente)

5 wl de cebador izquierdo Sac1MK 10 uM | 2,5 pl de cebador izquierdo EcoMH1 10 uM
5 ul de cebador derecho HindKL 10 uM 2,5 pl de cebador izquierdo EcoMH2 10 uM
5 pl de cebador derecho BamigG1 10 uM

5 ul de DMSO 5 ul de DMSO
0,5 pl de Tag-Polimerasa (Roche) 0,5 pl de Tag-Polimerasa (Roche)
23,5 pl de H;O destilada estéril 23,5 ul de H,O destilada estéril

50 pl Total 50 pl Total




Tabla 4:
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Los cebadores de la secuencia lider murina del extremo 5’ utilizados para la segunda

ronda de reacciones de PCR de 385B19. Los cebadores del extremo 3’ son idénticos a

los utilizados en las reacciones de la primera ronda ya que ceban las secuencias

respectivas de la regidon constante.

Cebador

Secuencia

Cadena Ligera
Lider 38SB19 LC
(SEQ ID NO. 79).
Cadena Pesada
38-19HCLead1
(SEQ ID NO. 80).

ATGGAGTCACAGATTCAGGTC

TTTTGAATTCCAGTAACTTCAGGTGTCCACTC

Tabla 5:

Los pesos moleculares del cDNA calculados y medidos por LC/MS de las cadenas

ligera y pesada del anticuerpo murino 38SB19.

Cadena Ligera

Cadena Pesada

cDNA LC/MS Diferenci | cDNA LC/MS Diferenci
a a
mu38SB1 | 23735 23736 1 48805 48826 21
9 .
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REIVINDICACIONES

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada que se une
especificamente a CD38, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o
con la superficie modificada es capaz de destruir una célula CD38" por apoptosis,
citotoxicidad mediada por las células dependiente del anticuerpo (ADCC), y
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC), y comprende al menos una
cadena pesada y al menos una cadena ligera, donde dicha cadena pesada
comprende tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales
que tienen secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 13, 16y
posiciones 50 a 66 de SEQ ID NO:66, y donde dicha cadena ligera comprende
tres regiones determinantes de la complementariedad secuenciales que tienen

secuencias de aminoacidos representadas por SEQ ID NOS: 16, 17,y 18.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicaciéon
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie
modificada es derivado del anticuerpo producido por una linea de ceélulas de
hibridoma depositada en la American Type Culture Collection (10801 University
Bld, Manassas, VA, 20110-2209, USA), el 21 de junio de 2006, con el niumero de
depésito PTA-7670.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacién
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie

modificada comprende al menos una regién constante humana.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacion
3, caracterizado porque dicha regidbn constante es la regién constante

IgG1/IgKappa humana.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacion
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie
modificada comprende una region variable de cadena pesada que tiene una
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 66.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacion
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie
modificada comprende una regién variable de cadena ligera que tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de las SEQ ID NOS; 62 y 64.

Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacion
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie

modificada comprende una regiéon variable de cadena ligera que tiene una
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secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 62; una regién
variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos representada
por la SEQ ID NO: 66.

8) Un anticuerpo humanizado o con la superficie modificada segun la reivindicacién
1, caracterizado porque dicho anticuerpo humanizado o con la superficie

modificada es un fragmento Fab, Fab’, F(ab’)2 o Fv.

9) Un conjugado que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 8, enlazado con un agente citotoxico.

10) El conjugado de la reivindicacion 9, caracterizado porque dicho agente citotéxico
se selecciona del grupo que consiste en un maitansinoide, un farmaco pequerio,
un derivado de tomaimicina, un derivado de leptomicina, un profarmaco, un
taxoide, CC-1065 y un analogo de CC-1065.

11) El conjugado de la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho agente citotdxico

es la maitansina DM1 de la formula:

MeO. N 0

12) El conjugado de la reivindicaciéon 10, caracterizado porque dicho agente citotdxico

es la maitansina DM4 de la formula:

MeO.

13) El conjugado de la reivindicaciéon 10, caracterizado porque dicho agente citotdxico

es un derivado de tomaimicina seleccionado del grupo que consiste en:

e 8,8-[1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-
tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

e 8,8-[5-metoxi-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-

1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

o 8,8'-[1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
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5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[1,4-butanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[3-metil-1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-
tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[2,6-piridindiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropiloxi)-2,6-piridindiilbis-(metilenoxi)]-bis[(S)-
2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-
5-0na)

8,8'-[5-(3-aminopropiloxi)-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-
metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[5-(N-metil-3-terc-butoxicarbonilaminopropil)-1,3-bencenodiilbis-
(metilenoxi)]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-{5-[3-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)propiloxi]-1,3-
bencenodiilbis(metilenoxi)}-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
S5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona)

8,8'-[5-acetiltiometil-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-bis[(S)-2-metilen-7-metoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

éster terc-butilico del acido bis-{2-[(S)-2-metilen-7-metoxi-5-ox0-1,3,,11a-

tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-8-iloxi]-etil}-carbamico

8,8’-[3-(2-acetiltioetil)-1,5-pentanodiilbis(oxi)]-bis[(S)-2-metilen-7-metoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[5-(N-4-mercapto-4,4-dimetilbutanoil)amino-1,3-bencenodiilbis(metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
5-ona]

8,8’-[5-(N-4-metilditio-4,4-dimetilbutanoil)-amino-1,3-bencenodiilbis (metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-
5-ona]
8,8’-[5-(N-metil-N-(2-mercapto-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bencenodiil(metilenoxi)]-
bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,11a-tetrahidro-5H-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-

5-onaj

8,8’-[5-(N-metil-N-(2-metilditio-2,2-dimetiletil)amino-1,3-bencenodiil(metilenoxi)]-
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bis[7-metoxi-2-metilen-1,2,3,1 1a—tetrahidko-SH-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-

5-ona]

8,8'-[(4-(2-(4-mercapto-4-metil)-pentanamido-etoxi)-piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-
bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(1-(2-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido-etoxi)-benceno-3,5-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
cl[1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(4-(3-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido-propoxi)-piridin-2,6-dimetil}-
dioxi}-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-c][1,4]
benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(4-(4-(4-metil-4-metildisuIfaniI)-pentanamido-butoxi)-piridin-2,6’-dimetil)-
dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4])benzodiazepin-5-ona]

8,8'-[(4-(3-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-piperazin-1-il]-propil}-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(1-(3-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-piperazin-1-il]-propil)-benceno-
3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-

pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-onal

8,8'-[(4-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanocilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8,8’-[(1-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-benceno-3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-

dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2, 1-¢c][1,4]benzodiazepin-5-ona]

8.8’-[(1-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-
benceno-3,5-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[(4-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-piridin-2,6-dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-
dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2, 1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[(1-(2-[metil-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi)-benceno-3,5-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-

c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
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8,8’-[(4-(3-[metil-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-amino]-propil)-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8'-[(4-(3-[metil-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-propil)-piridin-2,6-
dimetil)-dioxi]-bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]
8,8’-[(1-(4-metil-4-metildisulfanil)-pentanamido)-benceno-3,5-dimetil)-dioxi]-
bis[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolof2,1-
c][1,4]benzodiazepin-5-ona]).

14) EIl conjugado de la reivindicacién 10, caracterizado porque el agente citotoxico es

un derivado de leptomicina seleccionado del grupo que consiste en:

(2-metilsulfanil-etil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-3,5,
7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-8-
oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico

bis-[(2-mercaptoetil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9, 11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-oxo-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico]

(2-mercapto-etil)-amida  del acido  (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9,11, 15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenocico

(2-metildisulfanil-etil)-amida de! acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S,3S)-3-metil-6-0x0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico
(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-
hidroxi-3,5,7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S, 3S)-3-metil-6-0x0-3,6-dihidro-2H-
piran-2-il}-8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico
(2-mercapto-2-metil-propil)-amida del acido (2E,10E,12E,16Z,18E)-(R)-6-hidroxi-
3,5,7,9,11,15,17-heptametil-19-((2S, 3S)-3-metil-6-ox0-3,6-dihidro-2H-piran-2-il)-
8-oxo-nonadeca-2,10,12,16,18-pentaenoico.

15) Una composicidén farmacéutica que contiene un anticuerpo humanizado o con la

16)

17)

superficie modificada segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o un conjugado
segun cualquiera de las reivindicaciones 9-14, y un vehiculo o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica de la reivindicacion 15, caracterizada porque dicha

composicidn contiene un agente terapéutico adicional.

La composicion farmacéutica de la reivindicacidén 16, caracterizada porque el

agente terapéutico adicional es un antagonista del factor de crecimiento
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epidérmico (EGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), heregulina, proteina estimulante
de macrofagos (MSP) o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o un
antagonista de un receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
factor tisular (TF), proteina C, proteina S, factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), heregulina, proteina estimulante de macréfagos (MSP), o factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), incluyendo el receptor HER2, receptor
HERS3, ¢c-MET, u otro receptor de tirosina-cinasas.

La composicidn farmacéutica de la reivindicacion 16, caracterizada porque el
agente terapéutico adicional es un anticuerpo dirigido frente a un antigeno de un
conjunto de diferenciacidén seleccionado de un grupo que comprende CD3, CD14,
CD19, CD20, CD22, CD25, CD28, CD30, CD33, CD36, CD40, CD44, CD52,
CD55, CD59, CD56, CD70, CD79, CD80, CD103, CD134, CD137, CD138, y
CD152.

Qv
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Resumen

Anticuerpos, anticuerpos humanizados, anticuerpos con superficie
modificada, fragmentos de anticuerpo, anticuerpos derivatizados, y conjugados de
los mismos con agentes citotoxicos, que se unen especificamente a CDC38, son
capaces de destruir las células CD38" por apoptosis, citotoxicidad mediada por las
células dependiente del anticuerpo (ADCC), y/o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC). Dichos anticuerpos y fragmentos de los mismos se pueden
usar en el tratamiento de tumores que expresan niveles elevados de proteina
CD38, tales como mieloma mudltiple, leucemia linfocitica crénica, leucemia
mielégena cronica, leucemia mieldgena aguda, o leucemia linfocitica aguda, o en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias tales como lupus
eritematoso sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple, y asma. Dichos
anticuerpos derivatizados se pueden usar en la diagnosis y diagnostico por
imagen de tumores que expresan niveles elevados de CD38. También se
proporcionan conjugados citotoxicos que comprenden un agente de unién a las
células y un agente citotoxico, cbmposiciones terapéuticas que comprenden el
conjugado, métodos para usar los conjugados en la inhibicién del crecimiento
celular y en el tratamiento de la enfermedad, y un kit que comprende el conjugado
citotoxico. En particular, el agente de unién a las ceélulas es un anticuerpo
monoclonal, y los fragmentos de éste que se unen al epitopo, que reconoce y se

une a la proteina CD38.

GCH\GCH\ID-246073\WPC14775
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Representacian ¥ Pader ¢np Atenticacifan notarial ¥ Apashille
Para patentes. mndelos  de utilidad,
mareas de Gibrica, anmbres
fla

diveiion inr'Iushi.]Ir-.'w_.
comercinles,, FRSIANS, b

daminin, lpmye fneecintes, lieeneiag,

Representation  and Powe;--af-
authentication and Apostille for
industrinf designs,

At orney  with  natarial

patents, utility models,
trademarks, com mercial

names, . trade
emblems, domain names, slogans, licenses,
y REF‘RESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY
) AR}
Yo (nosotros), abzjo fimado ()7 {wa), the undersigmed jﬁé },.\;D
SANOFI-AVENTIS -

.dcrmiciliado_(sJ en‘of 174 3

avenue de France

F-75013 Par{s,

application No., 05,057,645 £1led by EMI

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31920
GONZALO PERDOMO, tpa. §31: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa,

2855 Y GERMAN CA VELIER, tpa. 832, domiciliados en la Carrera 4°

235, Rognta, Colombin, en obedecimicnto a le dispuesto en el
-~rigrafe 1o del Articulo 543 4 Cddige de Comerclo, el
prlncipal'y los demds coma suplentes, an sy orden, como
fepresentantes en todos los asuntos de Propicdad industri
para  recibir :

primere coma
mis (nuestros)
al con facultad
nofificacioncs y nombrar’ apoderados judiciales o
extrajudiciales. E primer representante suplente reemplazard al principal
en casn de ausencia 0 impedimanto temporal o definitivo de aquél. La
misma repla se aplicard cuando el segundo: representante suplante hayn
de reemplazar al Frimere, o el tercero a) segundo. En tales casos, cl
Tepresantante principal, o e) primero, o segundn suplente, en su caso, o
ambos, declararin sy iu!cncién‘a-r': no cjercer la representacion mediante
decluracitn autenticads por Motario Piblico en Colombia, o por Notario
U otra Fancionado Piblics, ¢ Cénsul de Caolombia, an el Zxmranjero; y si
se marare de impedimento, con el certificado’ respeerive. Si alzuno de los
tiombrados fallwre definin vamente, ¢l siguiente lomard
Ccésare 1a ansencia o impedimento del representante principal, o de su
primera o cegundo suplentes, en su caso, padrin  ejercer 1la
representacién, en su orden, o, u airos segiin el caso, asumiéndola por
el salo hecho de sjercerla, casafndo en ese moments cjercicio e 1a

rEprescntacian par el rHimeT, semindn a tereer suplentc en =i casn

su lugar. Cuando

Ademis, coofiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
pira oblener 1a proteccidn de mi

(nucstra) propicdad industrial v contra
la competencia desleal,

3 cuyo efecta autorizo (amos) a log dichos
apoderudos pira quc me (nos) representen ante cualesquiera entidndes o
persenas, ejerzin o no jurisdiceion, especinlmente adte las

del orden
adminisativa, cantenciose -adminisirativa v judicial, agi

coma los
siguicnles
asuntes: a) Obtencion de patentes de invencién, mndelns de utilidad, y
disefios industriales; ol regismo de marcas de fibrica, colectivas,
derensivas, de Sérvicio,

gibunales de arbiramenro, en tedo lo concerniente a los

lernas  comerciales, nombres comerciales,
cnsciias, nombres de dominio, variedadag vegetales y denominaciones de
origen; Su renovacién, maspaso, cambio de nombre o domicilis,
cancelacidn voluntaria; y el refristro de licencias de uso de esos derechos:;
b) Las uccioncs de comperencia desleal, preteccion del consumider,
eposicinnes v ohservaciones, cancelacian adminisgativa v judicial,
nulidad, medidas cautelores, concesicn de licencias, la mitela, Ia
proléccidn deo secretos indusniales, ¥ en general los juicios civiles,
penales, adminisirativos ¢ conrencioso_adminiswrativos relacionudos con

estas derechos; aeciones v proceses que promovamos 0 fe nos

& CAVELIER ABOGADOS
WTPODES]-178 (MINUITA 12 1.1.2.5)

Francia, hereby ratify the ﬁatent
LIO FERRERO on June 14, 2005 and

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of amicle 343 of the

Commercial Code, do hereby appuint EMILIC FERRERC, tpa, 31223:
GONZALOD PERDOMO, tpa. 831, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, ma.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. $22, domicited ar Correry 4° "
7235, Bogotd, Colombia, the first as principal and the odiers a5
altemates, in the order of their appoinmment, as our representatives far all
industrial property matters with faculty 10 receive notificarions and o

appeint attorneys in and out of Court. The first altemate shal] replace the

principal in case of his absence or of temporal or dafinitive impedimen,

The same mile will apply when the second alternate represenmative is o

replace the first one, ar when tha third is ta replace the first or sceand
alternates in their umn, or both of them, second. In mich cazes, the
principal Tepreseotadive, or the frst or seeond altermaves in their rum, or
both of them, shall stare their intention not
through a declaration given before o Natary Pub
a Notary or another Public Qfficial gr a Colembian Consul sbread; and in
case of impediment, the appropriate cerificate shall sufice, [f any of the
appointees were to he definitely ahsent, the following
his place, When the absence or impediment of the principal
representative, or af the first or secand alternate in their um ceases. the
Tepresentation can be taken again in rheir sequenie. by
first or secand alermare depending on case

to ol as represenratives
lic in Calombia, or baicne

alremate shall rake

the principal, the
. and the mere Tact ~r ige
exercise il suffice. The exercise of the reprasentatian Ty o
seennd ar third alternates in their mny shall and ar eny

e firsy

~h rima

In addition, we grant a Power of Attommey in favor of the ahave..numed
attomeys at_law so thar they may ohtain the protection of my (our)
industrial property and against the unfair competition, for which purpess |
(we) autharize the said amomeys i represent me 1us) before M
autherities or persons, with or witheur Jursdicion, epecially these
administrative, adminisrarjve contentivus and judicial, us well as hefon:
Arhitration Court, in all matrers conceming the following: ) Obtiinrneat
of patents, urility medels and industrial designs; the regisoation of
mademarks, collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, tade emblems, domain names, veighge~varictics  wnd
denominations of origin: its renewal, assignawngf change of nums: or
domicile, voluntary cancellation; aid the Tegistragibn of licenses of uss of
the sbove rights: V) Actions of unfair compgfitian,

protection to ihe

o Coun

x . ¥ £ TR
and adminisative suits relating ¢ g5 "aik
institured by me (us) or against me u

they may substitute this Powszr of Amd




promucvan. Y pira que cn tedos los asunt
sustituir este mandata,

05 amiba determinodos, puedan
prroceso, desi

wansigir. coneiliar, admitir |ng hechag del
lmr cameelar, racikir, reruneiar, voranhicar lnc actne de
Am2ntes aficinens,

the facts of the case, desist, cancel. reccive, resiym, and rarify acts dene b
representatives withant 3 power of amamey

Dado ylﬁn-n'ndo hoy!Given and signed this

en’in

periby '

Firms '

Sannfi~Avantis

Signature

Dr. Markns Jacohi
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CERTIFICAT NOTARIE (SOCIETE) 20, nﬁ":;’;",ffpaix
75002 PARIS

TéL 015504 70 g9 - Fax 01 40 20 42 43
'____-—-—-__‘

Le Notaire soussigné certifie : que la signature qui précéde de -
Markus JACOBI
Est authentique et
Brevets Europe
De la société sanofi-aventis,

et que ladite société fonctionne et est régie par le droit francais
que la société est sisel 74 avenue de France, 75013 PARIS, France
et que le signataire est habilité 3 octroyer le présent pouvoir,

que le signataire occupe actuellement le poste de Directeur Opcratioris

Tous les faits susmentionnés sont connus du
correspondants et les certifie,

Etabli et signé A Paris :

Le 90 /06 /0% ‘ A
Le Notaire

(signature — cachet) _

Notaire qui_a examiné les documents

I w2 an £
S KOENISR o
Fpae it e

L
MOTAIRE eﬁﬁ) /-/
%ﬁhm‘.:w?ﬁﬁ“, . g
SR /" APOSTILLE
(Convention de La Haye du § octobre 1961)

nua—

Pays :
Le présent acte public
2. a €té signé par
. 3. agissant en qualité de
4, est revétu du sceau/cachepiel/du

Attesté
5. a 6. le
7. par
8. N2
9. Sceau/cachet : 10.  Signature :

1
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Traduccion Oficial No.
INGLES, el cual, para
Sanint T_raduc:tora Oficia

20050708 de un documento

I segin Resolucién 1448 del Min

su identificacién se sella con el s

Lo

escrito en Francés Yy en

ello de Maria Eugenia
isterio de Justicia.

LEGALIZACIONES

, al pie de un PODER escrito en

ANOFI- AVENTIS, a favor de EMILIO FERRERO, GO
CLEMENCIA PAEZ Y GERMAN CAV
patente NO. 05.057.645
2005))

(Firma llegible)
Dr. Markus Jacobi
Sanofi-Aventis

Visto para la certificacion m
anteriormente.

(Firma llegible)
.L. ASSOCIES
Notarios

20, rue de la Paix
75002 PARIS

Sello del Notario

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
El Notario su

Marcus Jacobi
.es auténtica, y que el si
Operaciones Patentes Ey
sociedad fun
sede en el 1
habilitado p

gnatario ocupa actualmente
ropa, de la sociedad Sanofi
ciona y esta regida por el derecho francés;

ara otorgar el presente poder

Todos los hechos mencionados anteriormen

te son de
quien examind los documentos correspondien

Dado y firmado en Paris, hoy, 20 de junio de 2005.

El Notario
(Firma — sello )

aterial de la firma del Sr. Markus Jacobi,

scrito certifica que Ia firma puesta anteriormente de:

74, avenue de France, 75013, PARIS, Franci

ESPANOL, otorgado por
NZALO PERDOMO, LUZ

ELIER (por el cual se ratifica la solicitud de
presentada por EMILIO FERRER

O el 14 de junio.de

puesta

9""’\

= e

OHO% ik SEXP () DEL CIRCULD DE BOGOTAZ
SHAL i CORSTARZOUE LA FOTOCOPIA:
HE CON ELCRIGHAL QUE HE TERIDO A LA VigTA
ARGCIRERURECA DF roLOMe; /) /J;}'?’g

J)il‘a'r';
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0.c
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spri

i
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i

t 1
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el cargo de Dir e
-Aventis, y que la dicha
que la sociedad tiene su
a.y que el signatario esta

conocimiento del Notario,

tes y los certifica.
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(llegible)
Alain Koenig
NOTARIO

20, rue de I3 Paix, Paris

APOSTILLA
(Convenio de La Haya del 5 de octubre de 1961).

1. Pais: Republica Francesa
El presente Documento Publico
2. Fue firmado por el Abogado Koenig

3. Quien actiia en calidad de NOTARIO

4. Lleva el sello dé SU DESPACHO

Certifica

S. En Paris 6. El 21 de junio de 2005

Por el Procurador General ante el Tribunal de Primera Ins

4

8. Bajo el Nimero 81903

9. Sello/Estampilla:

Sello del Tribunal de Primera Instancia de Paris.

10- Firma: (llegible) .

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA.
Traductora : Maria Eugenia Sanint
Bogota, 8 de julio de 2005
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CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE; www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 -35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOCOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57} (1) 217-92171 (57)(1)310-4995
Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

E. S D.
Poderdante y SANOFI-AVENTIS
Poder conferido el : 20/06/2005

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del

poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito

sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE

PAEZ,

identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 y

Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago 1la anterior sustitucidn conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Ciwvil.

Sefiora Jefe,

e
EMIEIO FERRERO

T.B.A. N? 31.825%

C.C. N° 438.019 de Usaguén
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
f -

RECIBO DE CAJA No. 13 - 0062687
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Junio 26 de 2013 - 08:14:32
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 196847652 25/06/2013 26.925.000.00

Rk

*** Conceptos Pagados
CANT RENTISTICO CONCEPTQ Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 2205 DIVISIONAL SOLICITUD DE PATENTE 450.000.00 450.000.00
PERNENG RN BEnE : $450.000.00

SON: *'CUATROC]ENTQSJ%INCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: -

Recibo de Caja Apl&é{}llizpedie’rﬂé No.

L

RCIO5
DENCIA DE INDUSTRIA‘( COME

iﬁﬁ\ﬁﬁ\\m%\M\mwwm\g\m

fo@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

" m(ﬂb)&l Sabo Co m, 33\ 2- 003.\; 5yioaogla tg mZ—

Junio 26 de 2013 - 08: 14 42
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
sl

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Julio 08 de 2013 - 10:21:24
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCQ CUENTA No PAGO FECHA PAGQ VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 59895 18/06/2013 175.000.00
RECIBO DE CA 999999999 59896 18/06/2013 175.000.00
RECIBO DE CA 999999999 59906 18/06/2013 450.000.00
RECIBO DE CA 999999999 62682 26/06/2013 270.000.00
RECIBO DE CA 989999999 62726 26/06/2013 60.000.00
RECIBO DE CA 98988888988 62732 26/06/2013 5.000.00
RECIBO DE CA 999999999 62733 26/06/2013 5.000.00
RECIBO DE CA 999999999 65459 03/07/2013 15.000.00

RECIBO DE CA 999999999 65460 03/07/2013 15.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
8 50005-01-01 SOLICITUDES 1%0013813&»{0}{0&%@5@&%%& UNITARIA 30.000.00 QE?EQQE)(}O
T Yy COMERCIO =

SUPERINTENDENCLA DE INDUSTRIA

SON: “/BOSCIENTOS CUARENTA MIL PESOS MONEDA CORRI Ilmmmmmmmu M W\WM’MW\}M

' o -0000
No. 08-038181 0001.92020 DIR NUEVASCR

3004 De
Fem?% 2%1;&?571\]%8511(5!139 Eve. 3?31 FASENACIONALI
TAci 851 DIVISIONAL Folios: 1

Plicatio;a), Expealeriter blo: SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIOS

T

:2013-07-08 16:39:04 _Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
TF'?:.h‘ia1 2PATENTE|YI| Eve: 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 101

Lo 1Ry - - 18 |2

Responsable:

Recibo de

Sedo Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

‘Wob: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Conter: (571) 6513240
» Julio B de 2013 - 10:21:25




