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RESUMEN:

Un método para eliminar una poblacion celular heterogénea o mezclada AB, en donde A representa una poblacion
celular que expresa de manera selectiva un ligando y B representa una célula que carece del ligando expresado en A,
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A,

¢. separar el farmaco desde el conjugado de manera que el farmaco experimenta una etapa de alquilatacion antes de
eliminar las células en la poblacion celular A; y

d. liberar el farmaco alquilatado desde la poblacién celular A a fin de inducir la eliminacion de células en la poblacion
celular B, eliminando de esta manera la poblacion celular heterogénea.




ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la soliatud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea
persona juridica Qopia aotentics e en | BXp O oA60 36
Poderes, si fuere el caso.Cop 1 Adterics rerena N @l Exp 06 (b 0%
Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la publicacién PCT

Copia informe bisqueda internacional.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripeion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién,
reivindicaciones, dibujos)

Copia del cxamen preliminar internacional cfectuado por la Autoridad Internacional
de Examen Prclimmar (IPEA).

Traduccién de los anexos del examen preliminar nternacional.

Copia de las modificaciones efectuadas de acuerdo con cl Articulo 36.2.b PCT en
Fase Nacional.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonizacién dec uso de
conocimientos tradicionales de las comumdades indigenas.

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

X Artefimal 12x 12
De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en
el extranjero por ¢l mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con
la invencion de esta sohaitud.
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
Otros
(11)  Figura caracteristica:
COMMIGADDS DISIAF IO CEL AJADGS
sefu | N
T,
CORNIGADOS TWETER ENLAZADOS
wC2g _._,,,l ,__,“J-n DD i T
0 -

nca K . "_(‘.'I: 4 -

A ,iﬂh'_‘]"‘:' <t

‘.J\:{ ru " o ' L

o oM Sty
R ¢
now L I
iy
l_].,,. ‘_&'-I"'i["u !‘U
(12) HUMBERTO RUBIO CAMACHO

N 7 Lo

C.C. 17°192.062 dc Bogota
T.P. 50.007 Consejo Supenor de
La Judicatura




SUPERINTENDENCIA DE [NDUSTRIA Y COMERCIC

RECIBD DFICIAL DE Ladh ¢ 07 - 82,493

FECHA 1 GCTUBRE 8 DE 2007

11

HURBERTG RUBID & CIA ABOGCONSIGNACION  RAMCD FOPULAR

iy €

'1 50005-01-01  SOLICITUDES

50N:  CUATRUCIENTOS OCHEMTA Y DOS MIL PESOS

RESFONSRBLE

PATENTE DE INVENCION
PCT/US2006/014411

Y COMERGIO
ADE INDUS TRIA
SUPERINTENDE

all\l\\\l\\\\\\\|||||\||||\|\||\|I\\\\\I\\\\\

15803- -00000-00

ONL
_ 2020 NUECREAC!
Feohs 2907;1_1\-131: 120431 7 TASENACIONAY
Qi ;M}z:EéQNrAQON solips: 109
PARA Uy 0T NG DL
NUMBER Y pen 0 Tl
8301740892
CoONSIBNACIDON N
CUENTA No. PABO FECHA P&D Yr, PABD
030-00110-4 A02530%4  0B/1072607 8.243,600.40
EF T D 11t
CONCEPTY TOTAL CONCEPTD
} TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 452,000,004
TOTAL ¥ 482,000.00

RECIBD OE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.




wO 2006/113623 A2 I U000 A OO0

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

A
"

. e b
(19) World Intellectual Property Organization £#14 'i‘g\\'%
Intemational Bureau ROMDLB | 0 00 00
A
(43) International Publication Date PCT (10) International Publication Number
26 October 2006 (26.10.2006) WO 2006/113623 A2
(51) International Patent Classification: Newton, Massachusetts 02461 (US). KOVTUN, Yelena,
A61K 39/395 (2006.01) AGIK 31/58 (2006.01) V., [US/US]; 7 Elaine Avenue, Maynard, Massachusetts
A61K 31/5383 (2006.01)  A6IK 38/19 (2006.01) 01754 (UJS). LAMBERT, John, M. [US/US]; 19 Chalk
CO7K 16/46 (2006.01) Street, Cambridge, Massachusetts 02139 (US). STEEVES,
(21) International Application Number: Rita [US/US]; 68 Collincote Street, Stoneham, MA 02180
PCT/USI006/01441 1 (US). ERICKSON, Hans, K. {US/US}; 119 Pine Sireet,
. Apt. # 2, Cambridge, Massachusetts 02139 (US).
(22) International Filing Date: 14 April 2006 (14.04.2006)
25) Filing L . Enelish (74) Agents: MACK, Susan, J. et al.; SUGHRUE MION,
(25) Filing Language: “ngls PLLC, 2100 Pennsylvania Ave., Nw, Svite 800, Washing-
(26) Publication Language: English ton, District Of Columbia 20037-3213 (US).
(30) Priority Data: _ (81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
60/671,498 15 April 2005 (15.04.2005)  US kind of national protection available); AL, AG, AL, AM,
60/781,722 14 March 2006 (14.03.2006) US AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN,

(71) Applicant (for all desigrated States except US): IM-
MUNOGEN, INC. [US/US]; 128 Sidney Street, Cam-
bridge, Massachusetts 02139-4239 (US).

{72) Inventors; and

(75) Inventors/Applicants (for US only): GOLLDMAKHER,
Viktor, 8. [US/US]; 74 Pelham Street, Newton, Massa-
chusetts 02459-1809 (US). LUTZ, Robert, J. [US/US];
218 Old Connecticut Path, Wayland, MA 01778 (US).
CHARI, Ravi, V,, ). [US/US]; 174 Winchester Strect,

(84)

CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EF, EG, ES, F,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KM, KN, KP, KR, KZ LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV,
LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, M7, NA, NG, NI,
NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, 8D, SE, 8G,
SK, SL, $M, 8Y, T1, T™M, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ, VC, VN, YU, ZA, 7M, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,

[Continued on next page]

(54) Title: ELIMINATION OF HETEROGENEQUS OR MIXED CELL POPULATION IN TUMORS

Disulfide-Linked Conjugatos

huC242 ][En]/\}\
8 R
o ~3

.5

Thioether-Linked Conjugates

RH = DM1 : huC242-SMCC-DM1
huC242 R|{ RH=DC1: huC242-SMCC-DC1
o

~3.5

RH = DM1 : huC242-DM1
RH=DC1: huC242-DC1

(57) Abstract: Methods of killing or inhibiting
tumors comprising of heterogeneous or mixed
cell populations is described. The killing or
inhibition of tamors is achieved by selectively
targeting a unique ligand suspected of being
expressed on a particular cell population to also
kill a cell population lacking the unique ligand.
These conjugates have therapeutic use as they are
delivered to a specific cell population to kill these
cells and the cytotoxic drug is released to kil
non-targeted cells, thereby eliminating the tumor.



10

15

20

25

30

ELIMINACION DE POBLACION CELULAR HETEROGENEA O MEZCLADA EN

TUMORES

La presente solicitud reclama la prioridad de la solicitud provisional de los Estados
Unidos de Norteamérica no. 60/671,498, presentada el 15 de abril de 2005 y de la solicitud
provisional de los Estados Unidos de Norteamérica no. 60/781,722, presentada el 14 de
marzo de 2006. Las descripciones de ambas solicitudes provisionales estan expresamente

incorporadas en la presente mediante referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para eliminar o aniquilar poblaciones
celulares heterogéneas o mezcladas. En particular, la presente invencion se refiere a un
método de eliminacion de un tumor comprendido por poblaciones celulares heterogéneas o
mezcladas mediante el direccionamiento selectivo de un ligando, tal como un antigeno, un
epitope 0 un receptor, que es expresado en una poblacién celular particular para eliminar

una poblacion celular que carece del ligando Unico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La eficacia terapéutica de farmacos anticancerigenos citotdxicos se puede mejorar
al incrementar su selectividad hacia las células cancerigenas. Una forma de lograr este
objetivo es enlazar un farmaco de manera covalente con un anticuerpo monoclonal u otro
tipo de agente de direccionamiento que tiene afinidad selectiva para las células tumorales.
Este enfoque ha sido ampliamente explorado con varios tipos de agentes citotoxicos y se
han desarrollado varios tipos de conjugados antifarmaco humanizados (o0 humanos), o
inmunoconjugados, que combinan alta potencia y selectividad en la eliminacién de células
tumorales de objetivo, prolongados tiempos de retencion y carencia de inmunogenicidad.
Esta nueva generacion de agentes anticancerigenos altamente efectivos incluyen
conjugados de anticuerpos con maitansinoides, analogos de CC 1065, derivativos de taxol

(taxoides), de auristatina, y de una caliqueamicinila. Varios conjugados de maitansinoide
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(DMI) estan actuaimente en desarrollo clinico, y un conjugado de un anticuerpo anti-CD33
con caliqueamicina, Mylotarg, ha sido aprobado por la Federal Food and Drug
ADM¢1nistration para uso clinico como un farmaco anticancerigeno.

Se han publicado muchos informes que detallan los intentos para direccionar de
manera especifica las células tumorales con conjugados anticuerpo monoclonal-farmaco
(Sela et al. en immunoconjugados 189-216 (C. Vogel, ed. 1987); Ghose et al, en Targeted
Drugs 1- 22 (E. Goldberg, ed. 1983); Diener et al, en Antibody Mediated Delivery Systems
1-23 (J. Rodwell, ed. 1988); Pietersz et al, en Antibody Mediated Delivery Systems 25-53 (J.
Rodwell, ed. 1988); Bumol et al, en Antibody Mediated Delivery Systems 5§5-79 (J. Rodwell,
ed. 1988). Los farmacos citotdxicos tales como metotrexato, daunorubicina, doxorubicina,
vincristina, vinblastina, melfalano, mitomicina C, y clorambucil se han conjugado para una
variedad de anticuerpos monoclonales. En algunos casos, las moléculas de farmaco fueron
enlazadas a las moléculas de anticuerpo a través de una molécula portadora intermedia tal
como albumina del suero (Garnett et al. Cancer Res. 46:2407-2412 (1986); Ohkawa et al.
Cancer Immumol. Immunother. 23:81-86 (1986); Endo et al. Cancer Res. 47:1076-1080
(1980)), dextrano (Hurwitz et al. Appl. Biochem. 2:25-35 (1980), Manabi et al. Biochem.
Pharmacol. 34:289-291 (1985); Dillman et al. Cancer Res. 46:4886-4891 (1986); Shoval et
al. Proc. Natl. Acad. ScL 85: 8276-8280 (1988)), o acido poliglutamico (Tsukada et al. J.
Natl. Cane. Inst. 73:721-729 (1984); Kato et al. J. Med. Chem. 27:1602-1607 (1984);
Tsukada et al. Br. J. Cancer 52:111-116 (1985)).

La eficacia de un conjugado anticuerpo-farmaco es comprometida de manera
general por la expresion heterogénea del antigeno de objetivo en algunos tumores, debido
a que el suministro dirigido de farmaco conjugado a través de un anticuerpo que se enlaza
a las células tumorales antigeno positivas repondra cualesquiera células tumorales
antigeno negativas a las cuales no pueda enlazarse el anticuerpo. Ademas, la vasculatura
del tumor es un objetivo atractivo que esta captando mas y mas la atencién como una
forma de contraer los tumores al impedirles su suministro sanguineo. La vasculatura del
tumor es de manera usual antigeno-negativa del tumor. Se ha informado previamente que
varias clases de agentes citotéxicos anticuerpo-direccionados de hecho son capaces de
erradicar no solamente las células antigeno-positivas sino también las células antigeno-

negativas cercanas, el llamado "efecto espectador”. Este efecto espectador se observe con
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inmunoradionucleétidos, inmunoliposomas, y ADEPT (Allen TM, Nat Rev Cancer 2
(10):750-63 (2002); Muldoon LL, Neurosurgery 53(6): 1406-12 (2003), Muldoon LL y
Neuweit EA, J Neurooncol 65(1):49-62 (2003)). En un resumen publicado en Proceedings of
the American Association for Cancer Research, vol 41, March 2000, los autores describen
que una porcion del DMI separado es evacuada por la p-glicoproteina y otros transportes de
evacuacion en una célula. Esto se debe a que, en el ambiente extracelular, el DMi-tiol
descargado libre reacciona con facilidad con las moléculas celulares que tienen un grupo
sulfhidrilo o enlaces disulfuro, tales como en cisteina o cistina, glutationa oxidada o
reducida, o proteinas (por ejemplo, albumina del plasma). Una vez que reaccionoé con estas
moléculas bioldgicas hidrofilicas, el DM-I se convierte en un compuesto disulfuro mezclado,
inactivo, lo que le impide que sea efectivo para penetrar a células cercanas y retener su
potencia.

Por lo tanto, seria enormemente benéfico el tratamiento de varias enfermedades
proliferantes si los conjugados de agente de enlace celular-farmaco pudiera ser disefiado
de tal manera que proporcione una forma mas y potente del farmaco libre para destruir no
solamente las células tumorales antigeno positivas, sino también cualesquiera células
tumorales antigeno negativas circundantes o células de la vasculatura neoplastica,
aumentando al maximo de este modo el éxito en el tratamiento de tumores mediante ia

liberacion del farmaco libre estable desde el conjugado dentro de la célula de objetivo.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

E! objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos para eliminar
poblaciones celulares heterogéneas o mezcladas AB, en donde A representa una poblacién
celular que expresa de manera selectiva un ligando especifico y B representa una
poblacién celular que carece del ligando expresado por A. Los métodos comprenden de
manera general, suministrar un conjugado de agente de enlace celular-farmaco, enlazado
por un enlazador que comprende un grupo disuifuro, para la poblacién celular seleccionada
A que expresa el ligando, permitiendo el enlace de este agente al ligando en la poblacién
celular A, con la opcion de que el farmaco sea internalizado dentro de las células que

comprenden la poblacion celular A. Un farmaco unido al agente de enlace celular en un
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conjugado es referido como un pro-farmaco; el pro-farmaco, una vez separado del
conjugado es convertido en un farmaco citotéxico o "farmaco” y es capaz de experimentar
modificacién adicional, tal como alquilacién. Un farmaco citotéxico o un farmaco citotdxico
modificado es el ingrediente farmacéutico activo. Por lo tanto, en una modalidad, el
farmaco, una vez separado del conjugado, experimenta alquilacién, de preferencia
metilacién, la cual impide al grupo tiol sin reaccionar que experimente modificacion
adicional que resultaria en inactivacion del farmaco. El farmaco alquilatado libre es efectivo
para eliminar las células en la poblacién celular A; y dicho farmaco "activado” es liberado
desde la poblacion celular A para inducir la eliminacién de las células en la poblacion
celular B, eliminando de esta manera la poblacion heterogénea o mezclada AB. El término
"activado”, como se utilice en la presente, se refiere a un farmaco libre, de preferencia un
farmaco libre modificado, en donde la modificacion del farmaco libre mejora su estabilidad o
actividad. Dicha modificaciéon comprende alquilacién, por ejemplo, metilacion, del farmaco
después de que es separado del conjugado anticuerpo-farmaco.

Por tanto, se ha encontrado de manera inesperada que si un farmaco experimenta
alquilacion (por ejemplo metilacién) en el grupo tiol una vez que el farmaco es liberado del
conjugado, la alquilacién brinda proteccién al farmaco a fin de que no reaccione con las
moléculas celulares que tienen un grupo sulfhidrilo, como la cisteina, o proteinas (por
ejemplo, albumina del plasma), el cual obstruiria o inactivaria al farmaco libre. Como se
muestra en esta invencion, el farmaco libre alquilatado es altamente estable, potente y se
transfiere con facilidad a y elimina las células antigeno negativas cercanas, eliminando de
esta manera una poblacién heterogénea o mezclada de células en un tumor.

Aunado al hallazgo anterior esta otro descubrimiento sorprendente de que la
alquilacion del farmaco libre es un evento preferido si el enlace disulfuro en el enlazador, el
cual enlaza el agente de enlace celular al fairmaco, es estabilizado mediante la creacion de
a obstaculo estérico en la cercania del enlace disulfuro. En una modalidad preferida, el
enlace disulfuro es estabilizado al proporcionar un obstaculo estérico en el lado del farmaco
del enlace. El obstaculo estérico por lo general es proporcionado mediante atomos alquilo,
tales como grupos metilo, aunque otro grupos alquilo también podrian ser utilizados. El
"lado del farmaco”, como se utiliza en la presente se refiere a sustituciones en un atomo a-

carbono de los dos atomos a-carbono del enlace disulfuro que se conectara al farmaco
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después de que se separa el enlace de disulfuro en el conjugado.

Una “poblacion celular heterogénea o mezclada" se refiere a la diversidad en una
poblacién celular tumoral, la cual incluye, diferentes caracteristicas fenotipicas o
identificaciones moleculares, tales como heterogeneidad de ligandos, por ejemplo,
antigenos, epitopes 0 receptores en la superficie de las células tumorales. También se
refiere a poblaciones celulares mezcladas en un tejido tumoral, tales como células
tumorales, células de la vasculatura tumoral, y células de estroma tumoral. Ademas,
también se refiere a un tumor en el cual una célula tumoral puede haber experimentado
mutaciones espontaneas que dan como resultado una poblacién de células genéticamente
heterogéneas a medida que crece desde una célula individual transformada en maligna. La
caracteristica fenotipica podria comprender de una célula tumoral que expresa un ligando,
tal como un antigeno, un epitope o un receptor en la superficie de la célula tumoral en una
etapa particular de la progresion de tumor. La misma célula tumoral puede perder la
expresion de los ligandos sobre la superficie a medida que la célula experimenta el cambio
fenotipico, por ejemplo, mediante diferenciacion. El cambio fenotipico incluye también
células que pierden sus ligandos al dispersarlos en el entorno.

Una "poblacién celular heterogénea o mezclada" se refiere también a células
infectadas por virus, células infectadas por microorganismo y células infectadas por
parasito, en la cual un virus, microorganismo o un parasito puede haber experimentado
mutaciones espontaneas que dan como resultado una poblacion de células genética o
fenotipicamente heterogéneas a medida que crecen a partir de una sola célula.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion es un método para dirigir un
farmaco a una poblacién celular seleccionada en un tumor en donde por lo menos una de
las células expresa un ligando particular para aniquilar o eliminar una poblacién celular no
relacionada dentro del mismo tumor que carece de dicho ligando. El método comprende
poner en contacto una poblacidn celular seleccionada o tejido que expresa un ligando
particular con un conjugado de agente de enlace celular-farmaco, en donde uno o mas
farmacos estan enlazados de manera covalente al agente de enlace celular a través de un
enlazador y la poblacion celular seleccionada libera el agente citotoxico o el farmaco
“activado” para eliminar o aniquilar las células no relacionadas que carecen del ligando

expresado por la poblacion celular de objetivo.

\\
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Otro aspecto de la presente invencion es un método para eliminar una poblacién
celular heterogénea o mezclada al dirigir un conjugado de agente de enlace celular-farmaco
a una poblacién celular seleccionada en donde dichas por lo menos algunas de las células
expresan un ligando dentro de la poblacion celular heterogénea o mezclada. El ligando es
reconocido por el agente de enlace celular del conjugado, el cual tiene uno o mas farmacos
enlazados de modo covalente a través de un enlazador. El agente de enlace celular se
enlaza a las células de objetivo y es internalizado, eliminando de esta manera las células de
objetivo. El farmaco activado es liberado dentro de los alrededores a fin de inducir la
eliminacion de otra poblacién celular seleccionada que carece del ligando, eliminando asi la
poblacién celular heterogénea o mezclada.

La presente invencion ensefia también un método para eliminar células en un tumor
que comprende dirigir un ligando que fue expresado inicialmente en la poblacion celular
seleccionada A de una de las poblaciones celulares heterogéneas o mezcladas AB, y en el
curso del tiempo se dispersé en el medio. Aqui, el conjugado de agente de enlace celular-
farmaco es dirigido de manera preferible al ligando dispersado. El conjugado de agente de
enlace celular-farmaco es separado para liberar el farmaco activado el cual se difunde
dentro de las células anormales que circundan al antigeno dispersado para inducir la
eliminacion de aquellas células que comprenden una poblacién celular heterogénea o
mezclada en un tumor y carecen del ligando que fue dirigido de manera selectiva,

eliminando de este modo las células en el tumor.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Estructuras de conjugados anticuerpo-farmaco.

Figura 2. Histogramas del anticuerpo huC242 que se enlaza a lineas celulares de
adenocarcinoma de colon COLO 205 y HT-29, la linea celular de carcinoma gastrico SNU-
16, la linea celular de melanoma A375, y al linea celular Namalwa de linfoma de Burkitt. Las
células fueron incubadas con huC242 y después tefidas con IgC anti-humano etiquetado
para fluorescencia como se describe en la seccion de Métodos y Materiales, Ejemplo 1. La
fluorescencia asociada a célula fue medida en un clasificador de célula activada por

fluorescencia (FACS) y los histogramas se muestran en lineas sélidas. Las lineas
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punteadas representan los histogramas de células tefiidas con IgC anti-humano etiquetado
para fluorescencia sin pre-incubacién con huC242 (tincion de fondo). Los porcentajes de
células antigeno-positivas y antigeno-negativas se proporcionan en forma numerica.

Figura 3. Histogramas que muestran que inmunoconjugados enlazados a través de
un disulfuro, aunque no tioéter, eliminan células no de objetivo ubicadas de manera préxima
a sus células de objetivo in vitro.

A. Efecto de células COLO 205 tratadas con huC242-DMI, formalidehido, o luz UV,
sobre la proliferacion de las células COLO 205 no tratadas en cultivos celulares de
colageno 3D. Las células no tratadas fueron mezcladas con las células tratadas en
diferentes relaciones y las muestras fueron incubadas en colageno durante 5 dias, después
las células viables fueron medidas usando una prueba MTT. La fraccion de células
supervivientes se muestra para cada relacion de mezcla de célula. Barras negras, grises y
blancas representan los resultados de los cultivos con células tratadas con huC242-DMI,
con células tratadas con formaldehido y con células tratadas con luz UV, respectivamente.
El experimento se repitid dos veces con resultados similares.

B. Efecto de células COLO 205 tratadas con huC242-DMI o huC242-SMCC-DMI
sobre células no tratadas COL0O205, Namalwa, A375, y HepG2 cuando crecen en cultivos
celulares de colageno 3D mezclados. Las muestras de células COLO 205 tratadas con
huC242-DMI o huC242-SMCC-DMI fueron mezcladas con nimeros iguales de Namalwa,
A375, HepG2, o células COLO 205 no tratadas y los cultivos mezclados fueron incubados
en una matriz de colageno durante cinco dias, cuando se determiné el numero de células
viables utilizando una prueba MTT y comparadas con aquellas de las muestras de control
(s6lo células no tratadas). La fraccion de células supervivientes se muestra para cada linea
celular, barras negras para células COLO 205, barras grises para células Namalwa, barras
blancas para A375, y barras punteadas para células HepG2.

C. Tratamiento de células COLO 205 CanAg-positivas, células Namalwa CanAg-
negativas o poblaciones celulares COLO 205 y Namaiwa mezcladas con huC242-DMI,
huC242-SMCC-DMI, huC242-DCI, o huC242-SMCC-DCI en cultivo celular liquido. Las
células COLO 205, células Namalwa, y poblaciones mezcladas de numeros iguales de
células COLO 205 y Namalwa se cultivaron en pozos de fondo Redondo de places de

cultivo de tejido en ausencia (fila izquierda) o presencia (fila derecha) de 1 nM de uno de los
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conjugados anticuerpo-farmaco. Después de cinco dias de incubacion, se tomaron
fotografias de los pozos.

D. Resultados de un experimento analogo a aquel segun C, excepto que la linea
celular antigeno-positiva es SNU-16.

Figura 4. Un maitansinoide citotoxico se acumula de manera gradual en el
sobrenadante de células de objetivo antigeno-positivas tratadas con huC242-DM1.

Muestras de células COLO 205 CanAg-positivas (A, C, D, F) y células Namalwa
CanAg-negativas (B, E) fueron incubadas con huC242-DMI (A, B, D, E) o huC242- SMCC-
DMI (C, F). Los medios de cultivo fueron extraidos al inicio y después de 6, 24, y 48 horas
de incubacién y probadas para la presencia del conjugado (barras negras) y farmaco
maitansinoide liberado (barras blancas) (A, B, C), y para actividad citotdxica sobre células
Namalwa CanAg-negativas (D, E, F). Las fracciones supervivientes de las células son
graficadas contra la concentracién del conjugado en la muestra.

La Figura 5. Citotoxicidad de expectacion de inmunoconjugados en modelos de
tumor de xenoinjerto.

A. Andlisis inmunohistoquimico de tumores de xenoinjerto COLO 205/Namalwa
mezclados cultivados en ratones SCID y tratados con huC242-DMI o huC242-SMCC-DMI.
Los portaobjetos fueron tefiidos con anticuerpo C242 murino para detectar células COLO
205 ( columna izquierda) o un anticuerpo anti-CD38 para detectar células Namalwa
(columna derecha), a y b son secciones consecutivas de un tumor no tratado, cy d estan a
partir de un tumor del grupo de animales de control tratados con PBS, e y f estan a partir de
un tumor en un animal tratado con huC242-SMCC-DM|, y g y h estan a partir de un tumor
en un animal tratado con huC242-DM.. Las flechas sefialan las areas necrotricas.

B. Actividad de conjugados huC242-DMI y huC242-SMCC-DMI contra tumores de
xenoinjerto de células COLO 205 de objetivo CanAg-positivas (a), células Namalwa
antigeno-negativas (b), y poblaciones mezcladas de células COLO 205 y Namalwa (c).
Animales con tumores establecidos de un tamafio de aproximadamente 100 mm fueron
probados durante cinco dias consecutivos con PBS (m, grupo de control), huC242-SMCC-
DMI (o, ¢), 0 huC242-DMI (A, A) con dosis diarias de los conjugados que contenian 150
ug/kg de DMI enlazado. Los volimenes de tumor en mm?® fueron graficados contra tiempo

(dias después de la inoculacién celular).
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Figura 6. Actividad de conjugados huC242-DMI y huC242-SMCC-DMI contra
tumores de xenoinjerto HT-29, los cuales expresan el antigeno de objetivo, CanAg, de una
manera heterogénea. Grupos de cinco ratones que tienen tumores subcutaneos de 13 dias
de duracion de un volumen medio de aproximadamente 170 mm?® fueron tratados durante
cinco dias consecutivos ya sea con PBS (w, grupo de control), huC242-DMI (A) o con
huC242-SMCC-DMI (B) en dosis diarias de los conjugados que contenian ya sea 25 pg/kg
(0), 75 pg/kg () o 150 pg/kg (o) de DMI enlazado. Los volumenes de tumor en mm? fueron
graficados contra tiempo (dias después de la inoculacion celular).

Figura 7. Citotoxicidad de huC242-SPDB-DM4 y huC242-SMCC-DMI y sus efectos
sobre el ciclo celular en presencia del inhibidor lisosomal BafAl. (A) Las fracciones
supervivientes de células COLO 205 antigeno-positivas (simbolos cerrados) y Nawalma
antigeno negativas (simbolos abiertos) fueron medidas usando una prueba MTT después
de la exposicion a diferentes concentraciones de huC242-SPDB-DM4 (diamantes) o
huC242- SMCC-DMI (cuadrados) durante 4 dias, y graficados contra concentraciones de
conjugado. (B) Actividades antitumorales de huC242-SPDB-DM4 y huC242-SMCC-DMI en
ratones SCID que tienen xenoinjertos de tumor HT-29 humano de colon. Las dosis se
basan en la cantidad de DM4 o DMI conjugado. Los ratones con tumor fueron tratados con
PBS (circulos cerrados, ambos paneles), una sola dosis de 50 pg/kg huC242-SPDB-DM4
(diamantes abiertos), 150 ug/kg huC242-SPDB-DM4 (diamantes cerrados), o cinco
inyecciones diarias de huC242-SMCC-DM! a una dosis de 150 pg/kg (cuadros abiertos). (C)
FACS histogramas (FL2-A) exhibe contenidos de ADN de células COLO 205 de crecimiento
exponencial, asincrono tratadas durante 20 horas con 0.66 uM nocodazol, 10° M DMI-SMe,
3 x 10° M huC242- SMCC-DMI, 0 3 x 10° M huC242-SPDB-DM4, en presencia de 30 pM
cloroquina, 30 nM BafAl, o sin tratamiento.

Figura 8. Efectos de cloroquina sobre la suspension mitética inducida por huC242-
SMCC-DMI. Los histogramas FACS (FL2-A) exhiben contenidos ADN de muestras de
células COLO 205 de crecimiento exponencial asincrono tratadas o no tratadas durante 20
horas con 10 M DMI-SMe, 3 x 10° M huC242-SMCC-DMI, en presencia o ausencia de 30
KM cloroquina. En presencia de cloroquina, la suspension Gy/M inducida por huC242-
SMCC-DMI fue abrogada casi por completo (14% in G;), considerando que la cloroquina

tuvo solo un efecto modesto sobre la suspensidon G./M ocasionada por DMI-SMe (51% in
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Gy).

Figura 9. Metabolitos maitansinoides formados al tratamiento de células COLO 205
con huC242-SMCC-[PH]DMI (A) o huC242-SPDB-[’H]DM4 (B). Los metabolitos fueron
extraidos con acetona a partir de la pella celular y los medios usados, respectivamente, y
después analizados por medio de HPLC. El efluente de la columna fue monitoreado para
tritio utilizando un analizador de escintilacion de flujo en linea con una salida en mVZ; por
tanto los cromatogramas muestran el tiempo de retencion sobre la abscisa y mV? como una
medida de [°H) en la ordenada. Los paneles a-f son los cromatogramas asociados con el
medio y las pellas celulares de las células COLO 205 que fueron tratadas durante 5, 9 y 26
horas con huC242-SMCC-[’H]DMI (A) o huC242-SPDB-[*H]DM4 (B). El panel g de (A) y
panel h (B) son los cromatogramas obtenidos a partir del extracto de acetona de la muestra
de conjugado huC242-SMCC-[*HIDMI y huC242-SPDB-[*H]DM4, respectivamente, usada
en el experimento. El cromatograma en el panel g (B) se deriva a partir de las células que
fueron tratadas igualmente para la pella celular a partir de la incubacion de 9-h (como en el
panel c), excepto que la muestra fue expuesta de manera adicional a NEM antes de la
cromatografia para alquilar cualesquiera grupos sulfhidrilo.

Figura 10 Tratamiento de metabolitos en el medio a partir de células COLO 205
tratadas con huC242-SPDB-[°H] DM4 con DTT y selenol. Los metabolitos fueron extraidos
con acetona a partir de los medios usados después de una exposiciéon de 26-h de las
células al conjugado. El extracto fue dividido en dos porciones iguales. Una porcién fue
sometida directamente a cromatografia (a) y la otra porcién (b) fue tratada con DTT y
selenol antes de la cromatografia para reducir todos los enlaces disulfuro. El efluente de la
columna fue monitoreado para tritio utilizando un analizador de escintilaciéon en linea con
una salida en mV2 por tanto, los cromatogramas muestran el tiempo de retencién en la
abscisa y mV? como una medida de [°H] en la ordenada.

Figura 11. Acumulacion de metabolitos maitansinoides dentro y fuera de células
COLO 205 tratadas con conjugados [*H] y su correlacién con la suspension mitdtica. (A)
Las areas asociadas con los picos de radioactividad de los metabolitos en la Figura 9
fueron cuantificadas y convertidas a pmol como se describe en la seccion de Materiales y
Métodos, Ejemplo 2. Los paneles a-c muestran los cambios en la cantidad de metabolitos

en las muestras durante un periodo de incubacion de 26-h. Panel a: Acumulacion de lisina-
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NE-SMCC-DMI en los medios (circulos abiertos) y células (circulos cerrados) después del
tratamiento de células COLO 205 con huC242-SMCC-[*H]DMI. Panel b: Cambios en las
cantidades de metabolitos maitansinoides en la pella celular (simbolos cerrados) y en los
medios (simbolos abiertos) después del tratamiento de COLO 205 con huC242-SPDB-
[PHIDM4: S-metil-DM4 (cuadrados), lisina--V'-SPDB-DM4 (circulos), £'-cisteinil-DM4
(diamantes). Panel ¢: Cambio de la suma de todos los metabolitos presentes para ambos
conjugados, huC242-SMCC- [PH]DMI (circulos) y huC242-SPDB-[*H]DM4 (cuadrados), ya
sea en la pella celular (simbolos solidos) o en la pella celular y el medio juntos (simbolos
abiertos). (B) Las células COLO 205 fueron sincronizadas en la fase S con un tratamiento
de 24 h de 2 ug/mL afidicolina. Las células fueron liberadas desde la fase § mediante la
remocion de afidicolina e incubadas con 10" M DMI-SMe, 3 x 10°° M huC242-SMCC-DMI, 3
x 10° M huC242-SPDB- DM4, o se ejecuté el analisis FACS de las células que se dejaron
sin tratar a 5, 10, y 18 h después de la liberacién de afidicolina.

Figura 12 Generacién de metabolitos maitansinoides a partir de huC242-SPDB-
[PH]DM4 enlazado a superficie celular. Las células COLO 205 proliferantes fueron
colocadas sobre hielo e incubadas con una cantidad de saturacion de huC242-SPDB-[*H]
DM4 (107 M) a fin de permitir que el conjugado se enlace a los receptores de superficie sin
ser internalizado. Las células fueron lavadas después y la cantidad de radioactividad
enlazada fue cuantificada al someter pequefas fracciones de las muestras a conteo de
escintilacién. La cantidad total de radioactividad asociada con la muestra de célula después
del enlace de conjugado a 0°C se muestra en la ordenada a T = 0 (triangulo abierto, 78
pmol) y después de 22 horas de incubacion (triangulo abierto, 57 pmol). Las curvas
muestran la acumulacion de varios metabolitos en las células (simbolos cerrados) y en el
medio (simbolos abiertos) para muestras incubadas durante 5, 9, 22, y 30 horas. Los
metabolitos maitansinoides son S'-metil-DM4 (cuadrados), lisina-N*-SPDB-DM4 (circulos), y
S-cisteinil-DM4 (diamantes).

Figura 13. Dependencia de antigeno del metabolismo celular. Los metabolitos
maitansinoides fueron estudiados con conjugados que no se enlazan a las células COLO
2005. El panel A (a, b) muestra cromatogramas de extractos de acetona de células (a) y
medio (b) después del tratamiento de células COLO 205 durante 26 horas con Tras-SMCC-

[*HIDM1. De manera correspondiente, el Panel A (c) (células) y d (medio) son para el
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conjugado huB4- SPDB-[’H|DM4. EI Panel B muestra cromatogramas asociados con
extractos de acetona de Tras-SMCC-[°*H] DM1 (a) y huB4-SPDB-[°H] DM4 (b).

Figura 14. El rol de los principales metabolitos en la toxicidad celular. (A) Influencia
de BafAl en el metabolismo celular de huC242-SMCC-[’H] DMI y huC242- SPDB-[H] DM4
en presencia o ausencia de BafAl. Los cromatogramas estan a partir de extractos de
acetona de células COLO 205 tratadas con huC242-SMCC-[*H] DMI o huC242-SPDB-
PHIDM4 durante 22 h, en presencia de BafAl o sin tratamiento. (B) Acumulacién de
metabolitos maitansinoides formados al tratamiento de células COLO 205 con huC242-
SPDB-D-[’H] DM4 contra huC242-SPDB-[’H]DM4. Las cantidades totales de metabolitos
maitansinoides generados a partir de huC242-SPDB-D-[’H]DM4 (cuadros cerrados) y a
partir de huC242-SPDB- [*H]DM4 (circulos cerrados). Los metabolitos fueron cuantificados
como se describe en la Figura 9.

Figura 15. Los metabolitos maitansinoides formados al tratamiento de células COLO
205 con huC242-SPDB-D-[’H]DM4. Las células COLO 205 fueron tratadas con huC242-
SPDB-D-[’H]DM4 y las células y los medios fueron cultivados a 5, 9, 22, y 30 h y analizados
para metabolitos como se describe en la Figura 7. (A) los Paneles Izquierdos muestran los
cromatogramas de los extractos celulares en los cuatro puntos de tiempo consecutivos, y
los paneles Derechos representan los cromatogramas de las muestras de medio
correspondientes. (B) Las cantidades totales de metabolitos maitansinoides generados a
partir de huC242-SPDB-D-[°’H]DM4 en las células (circulos cerrados) y a partir del medio
(cuadros abiertos) fueron cuantificadas como se describe en la Figura 9.

La Figura 16. Modelo para la activacion de huC242-maitansinoide en células
cancerigenas de objetivo. Las etapas iniciales de la activacion de conjugado son similares
para el conjugado disulfuro enlazado, huC242-SPDB-DM4, y el conjugado no-disulfuro
enlazado, huC242-SMCC-DMI. Ambos son internalizados primero por medio de las celulas
cancerigenas de objetivo a través de endocitosis antigeno-mediada, suministrados a
lisosomas mediante la circulacion vesicular, y después degradados en derivados de lisina,
lisina-N®-SMCC-DMI y lisina-N®-SPDB-DM4. Estos derivados de lisina se enlazan
igualmente al objetivo intracelular, tubulina, y ocasionan la citotoxicidad por medio de la
inhibicion de la polimerizacion microtubular. A diferencia de la lisina-A*-SMCC-DMI, la

lisina-AN-SPDB-DMte puede experimentar modificaciones intracelulares adicionales,
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reduccion y S-metilacién, conduciendo finalmente a la formacién de S-metil-DM4.
Considerando que los derivados de lisina cargados ya no estan actives una vez que dejan
las células de objetivo, el compuesto 5'-meti-DM4 lipofilico neutro continua activo y puede
reingresar a las células de objetivo o entrar a células cercanas (en expectativa).

Figura 17. Esquema que muestra la sintesis de tiometil maitansinoides.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los inventores han encontrado de manera inesperada que si un farmaco
experimenta alquilaciéon (por ejemplo, metilacion) en un grupo tiol una vez que el farmaco
es liberado desde el conjugado, la alquilacion proporciona proteccién al farmaco a fin de
que no reaccione con las moléculas celulares que tienen un grupo sulfhidrilo, como la
cisteina, o proteinas (por ejemplo, albimina del plasma), o grupo disulfuro, tal como cistina,
glutationa oxidada, que podrian obstruir o inactivar al farmaco libre. Ademas, los inventores
han descubierto de modo inesperado que la potencia de un farmaco en un conjugado de
agente de enlace celular-farmaco depende de la obstruccién proporcionada en el enlace
entre un farmaco citotoxico y un agente de enlace celular. El conjugado es obstruido
mediante la adicion de grupos alquilo, tales como grupos metilo, que se unen los dos a-
carbonos junto al enlace de disulfuro. La obstruccién, si se proporciona en el lado del
farmaco del conjugado, induce la alquilacién (por ejemplo, metilacién) del farmaco libre, una
vez que el farmaco es liberado en su objetivo, el cual podria ser intra- o extra-celular. La
preparacion de tiol estéricamente impedido y maitansinoides que contienen disulfuro, los
cuales ostentan uno o dos sustituyentes alquilo en el 4tomo a-carbono que tiene el atomo
de azufre se describen en la publicacién de patente de los Estados Unidos de Norteamérica
No. 2004/0235840, publicada el 25 de noviembre de 2004, la cual esta incorporada a la
presente en su totalidad mediante referencia.

Por tanto, en una modalidad, cuando el enlace disulfuro es separado en el
conjugado de agente de enlace celular-farmaco, librea el farmaco dentro o en la cercania
de la célula de objetivo. Ademas, el farmaco experimenta alquilacién (por ejemplo,
metilacién, o la adicién de uno o mas grupos CH;) en el grupo tiol, lo cual hace al farmaco

estable y potente para eliminar no solamente la célula de objetivo sino también una célula
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no de objetivo, o células que estan cerca de la célula de objetivo en una poblacidn celular
heterogénea o mezclada presente, por ejemplo, en un tumor.

El grupo tiol impedido en un conjugado de agente de enlace celular-farmaco
proporciona ventaja sobre los grupos tiol no impedidos en un conjugado similar debido a
que, a diferencia del grupo tiol no impedido, experimenta con mayor facilidad la alquilacion
a la separacion del farmaco lo cual evita que el farmaco experimente una reaccion de
modificacion que resultaria en pérdida de su funcionalidad. Ademas, el farmaco alquilado
es potente durante un tiempo y es capaz de dirigirse a una célula cercana en un tumor para
de este modo eliminar la célula cercana. La forma de farmaco alquilado potente puede ser
quimicamente sintetizada como se muestra en los ejemplos, y se encontré que es por lo
menos 100-veces mas potente in vitro,

Esta invencion proporciona también un método mejorado para dirigir células en
poblaciones celulares mezcladas o heterogéneas, en especial células que van a ser
destruidas, tales como células tumorales (en particular células tumorales sélidas), células
infectadas por virus, células infectadas por microorganismo, y células infectadas por
parasito, que estan comprendidas de una poblacion heterogénea o mezclada de células
anormales.

El conjugado usado en el método de la invencion tiene uno 0 mas maitansinoides,
taxanos o analogos CC-1065, enlazados a un agente de enlace celular a través de un
enlazador disulfuro. En un método para elaborar el conjugado, un agente de enlace celular,
por ejemplo un anticuerpo, es modificado primero con un reactivo de entrelazamiento
heterobifuncional tal como SPP, SPDP, SPDB, SSNPB, o SSNPP. Los reactivos de
entrelazamiento listados utilizan quimica de éster de N-hidroxisuccinimida para la reaccion
con el anticuerpo. Los compuestos listados varian en la longitud de cadena y el grado de
impedimento alrededor de la ditiopiridina que reacciona con un tiol libre. En una segunda
etapa, el agente modificado se hace reaccionar con un farmaco, por ejemplo, un
maitansinoide, un taxano o un analogo CC-1065 que tiene un grupo tiol a fin de producir el
conjugado de agente de enlace celular-farmaco. Por lo tanto, el enlazador final es
ensamblado a partir de dos piezas, el reactivo de entrelazamiento introducido dentro del
agente de enlace celular y el grupo sulfhidrilo a partir del farmaco tal como en DMl 0 DM4.

De manera alternativa, el farmaco, tal como un maitansinoide, puede ser modificado con un
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reactive de entrelazamiento antes de reaccionar con un agente de enlace celular. Véase
por ejemplo, la patente de los Estados Unidos de Norteamérica no. 6,441,163 BI.

Aunque la alquilacién a la separacion del farmaco es el evento preferido y es posible
para alguien con experiencia en la técnica aislar los maitansionoides alquilados in vivo (por
ejemplo, maitansinoides metilados in vivo), los maitansinoides también pueden ser
alquilados in vitro como se muestra en la Figura 8. Los maitansionoides metilados in vitro

son altamente potentes en la eliminacion de células tumorales.

Agentes de enlace celular

La efectividad de los compuestos de la invencion como agentes terapéuticos
depende de la cuidadosa seleccion de un agente de enlace celular apropiado. Los agentes
de enlace celular pueden ser de cualquier clase actualmente conocida, o que se llegue a
conocer e incluyen péptidos y no-péptidos. De manera general, estos pueden ser
anticuerpos (en especial anticuerpos monoclonales y fragmentos de los mismos), linfocinas,
hormonas, factores de crecimiento, vitaminas, moléculas transportadoras de nutriente (tales
como transferina), o cualquier otra molécula de enlace celular o sustancia subcutanea que
se enlace de modo especifico a un objetivo.

E! objetivo esta presente de manera general en el tumor aunque no necesariamente
en la superficie celular de las células tumorales, por ejemplo, el objetivo puede estar
presente de manera inicial sobre la superficie de la célula y separarse para ser dispersado
en el medio circundante.

Ejemplos mas especificos de agentes de enlace celular que se pueden utilizar
incluyen:

anticuerpos policlonales y monoclonales, incluyendo anticuerpos totalmente
humanos;

anticuerpos de cadena simple (policlonales y monoclonales),

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

anticuerpos quiméricos y fragmentos de enlace de antigeno de los mismos;

anticuerpos de dominio (dAbs) y fragmentos de enlace de antigeno de los mismos,
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incluyendo anticuerpos camelidos (Desmyter et al., 3 Nature Struct. Biol, 752, 1996),
anticuerpos de tiburdn llamados receptores de nuevo antigeno (IgNAR) (Greenberg
et al., 374 Nature, 168, 1995; Stanfield et al. 305 Science 1770-1773, 2004),

interferones (por ejemplo, alfa, beta, gama),

linfocinas tales como IL-2, IL-3, IL-4, IL-6;

hormonas tales como insulina, TRH (hormona de liberacién de tirotropina), MSH
(hormona de estimulacion de melanocito), hormonas esteroides, tales como andrégenos y
estrégenos;

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

transferina (O'Keefe et al., 260 J. Biol. Chem. 932-937 (1985)); y

vitaminas, tales como folato.

Las técnicas de anticuerpo monoclonal permiten la produccioén de agentes de enlace
celular extremadamente especificos en ia forma de anticuerpos monoclonales especificos.
Particularmente bien conocidas son las técnicas para crear anticuerpos monoclonales
producidos al inmunizar ratones, ratas, cobayos o cualquier otro mamifero con el antigeno
de interés tal como la célula de objetivo intacta, antigenos aislados a partir de la célula de
objetivo, virus completo, virus completo atenuado, y proteinas virales tales como proteinas
de recubrimientos virales. También se pueden usar células humanas sensibilizadas. Otro
método para crear anticuerpos monoclonales es el uso de bibliotecas de fago de
fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y scFv (regién variable de cadena individual),
scFv especificamente humano {véase por ejemplo, Griffiths et al., Patentes de los estados
Unidos de Norteamérica Nos. 5,885,793 y 5,969,108, McCafferty et al., WO 92/01047,
Liming et al., WO 99/06587). Ademas, también pueden emplearse los anticuerpos
recubiertos descritos en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,639,641,
como anticuerpos humanizados.

La seleccién del agente de enlace celular apropiado es una cuestion de eleccion que
depende de la poblacion celular particular a la que se va a dirigir, aunque en anticuerpos
monoclonales humanos generales son preferidos si hay alguno disponible.

Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal J5 es un anticuerpo IgG2a murino que es
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especifico para el Antigeno de Leucemia Linfoblastica Aguda Comun (CALLA) (Ritz et al,
283 Nature 583-585 (1980)) y pude ser utilizado si las células de objetivo expresan CALLA
tal como en la enfermedad de la leucemia linfoblastica aguda.

El anticuerpo monoclonal MY9 es un anticuerpo 1gG, murino que se enlaza de
manera especifica al antigeno CD33 (J.D. Griffin et al 8 Leukemia Res., 521 (1984)) y
puede ser utilizado si las células de objetivo expresan CD33 como en la enfermedad de
leucemia mielogénica aguda (AML).

De manera similar, el anticuerpo monoclonal anti-B4 llamado también de manera
intercambiable B4, es un IgG; murino que enlaza al antigeno CD 19 en células B (Nadler et
al, 131 J. Immunol. 244-250 (1983)) y puede ser utilizado si las células de objetivo son
células B o células enfermas que expresan este antigeno tal como en leucemia de linfoma
no-Hodgkin o linfoblastica crénica. Asimismo, se puede usar N901, que es anticuerpo
monoclonal de murino que se enlaza al antigeno CD56 (molécula de adhesion de célula
neural) encontrado en las células de origen neuroendocrino, incluyendo tumor pulmonar de
célula pequeiia. Estos anticuerpos son recubiertos o humanizados de manera preferible
antes de su uso. Por ejemplo, un MY9, anti-B4 o N901 recubierto o humanizado es un
anticuerpo preferido en el conjugado farmaco-anticuerpo. El recubrimiento o humanizacion
de estos anticuerpos se describe en Roguska et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994 Feb
1:91(3):969-73, la cual esta incorporada mediante referencia.

Ademas, el anticuerpo monoclonal C242 que se enlaza al antigeno CanAg (patente
de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5, 552 293) puede ser utilizado para tratar
tumores que expresan CanAg, tales como canceres colorectal, pancreatico, pulmonar de
célula no pequefa, y gastricos. HuC242 es una forma humanizada del anticuerpo
monoclonal C242 que esta descrito en la patente de los Estados Unidos de Norteamérica
no. 5, 552,293 y para el cual el hibridoma es depositado con el Numero de Identificacion
ECACC, 90012601. Una forma humanizada puede ser preparada mediante la aplicacion de
la metodologia de injertacion CDR (Patentes de ios Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5, 585,089; 5, 693,761; y 5,693,762) o la metodologia de recubrimiento (Patente de los
estados Unidos de Norteamérica No. 5,639,641). HuC242 también puede ser utilizado para
tratar tumores que expresan CanAg, tales como canceres colorectal, pancreatico, pulmonar

de célula no pequefia y gastrico.
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Ademas, el anticuerpo trastuzumab puede ser utilizado para tratar canceres de seno
y otros, tales como canceres de préstata y de ovario que expresan el antigeno Her2.

También son utiles los anticuerpos anti-IGF-IR que enlazan al receptor del factor de
crecimiento de insulina.

El cancer de ovario y el cancer de prostata pueden ser identificados de manera
exitosa, por ejemplo, mediante un anticuerpo anti-MUCI, tal como anti-HMFG-2 (Taylor-
Papadimitriou et al., 28. Int. J. Cancer 17-21, 1981) o hCTMOI (56 Cancer Res. 5179—5185,_
1996) o DS6 y un anti-PSMA (antigeno de membrana especifico de préstata), tal como
J591 (Liu et al. 57 Cancer Res. 3629-3634, 1997) respectivamente.

Las moléculas sin anticuerpo también pueden ser utilizadas para dirigirse a
poblaciones celulares especificas. Por ejemplo, GM-CSF, que se enlaza a células
mieloides, pueden utilizarse como agente de enlace celular para dirigir las células enfermas
de objetivo a partir de leucemia mielogénica aguda. Ademas, IL-2, que se enlaza a células
T activadas, puede ser utilizado para la prevencion de rechazo de injerto de trasplante, para
la terapia y prevencién de enfermedad injerto contra huésped, y para el tratamiento de
leucemia de célula T aguda. MSH, que se enlaza a melanocitos, puede ser utilizado para el
tratamiento of melanoma. El acido folico puede ser utilizado para identificar el receptor de
folato expresado en tumores de los ovarios y otros. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF) puede ser utilizado para identificar canceres escamosos tales como de pulmoén, de
cabeza y de cuello. Se puede usar la somatostatina para identificar neuroblastomas y otros
tipos de tumor. Los canceres de seno y de testiculos pueden ser identificados de manera
exitosa con estrogeno (o analogos de estrogeno) o andrégeno (0 analogos de andrégeno)

respectivamente como agentes de enlace celular.

Reactivos de Entrelazamiento

Como se usa en la presente, un "enlazador" es cualquier porcién quimica que
enlaza un agente de enlace celular de manera covalente a un farmaco, tal como un
maitansinoide, un taxano, o un analogo CC 1065. Parte del enlazador es proporcionado por
el farmaco. Por ejempio, DMIs un maitansinoide que contiene tiol, es un derivado de
maitansina. Para formar DMI, la cadena lateral en el grupo hidroxilo C-3 de maitansina es

modificada para tener un SH modificado. Esta forma tiolada de maitansina es susceptible a
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reaccionar con un agente de enlace celular modificado para formar un conjugado. Por lo
tanto, el enlazador final es ensamblado a partir de dos piezas, parte desde el reactivo de
entrelazamiento introducido dentro del agente de enlace celular y parte desde la células
cadena lateral desde el DML

Los enlazadores separables son enlazadores que pueden ser separados bajo
condiciones moderadas, es decir, condiciones bajo las cuales la actividad del farmaco, tales
como maitansinoides, taxanos o CC 1065, no es afectada y condiciones que estan
presentes dentro de una célula. Muchos enlazadores conocidos se ubican en esta categoria
y se describen a continuacion.

L.os enlazadores que contienen disulfuro son enlazadores separables a través de
intercambio de disulfuro, el cual puede ocurrir bajo condiciones fisiolégicas.

Los enlazadores labiles al acido son enlazadores separables en pH acido. Por
ejemplo, ciertos compartimientos intracelulares, tales como endosomas y lisosomas, tienen
un pH acido (pH 4-5), y proporcionan las condiciones adecuadas para separar enlazadores
labiles al acido.

Los enlazadores que son foto-labiles son Utiles en la superficie del cuerpo y en
muchas cavidades corporales que son accesibles para la luz. Ademas, la luz infrarroja
puede penetrar el tejido.

Algunos enlazadores pueden ser separados mediante peptidasas. Sélo ciertos
péptidos son faciimente separados dentro o fuera de las células, véase por ejemplo Trouet
et al., 79 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 626-629 (1982) y Umemoto et al. 43 Int. J. Cancer,

677-684 (1989).

Agentes Citotoxicos

El agente citotoxico usado en el conjugado citotoxico de la presente invencién puede
ser cualquier compuesto que resulte en la muerte de una célula, o induzca la muerte
celular, o de alguna manera disminuya la viabilidad celular. Los agentes citotdxicos
preferidos incluyen, por ejemplo, maitansinoides y analogos de maitansinoide, taxoides,
CC-1065 y analogos CC-1065, dolastatina y analogos de dolastatina, definidos a
continuacion. Estos agentes citotoxicos son conjugados para los anticuerpos, fragmentos

de anticuerpos, equivalentes funcionales, anticuerpos mejorados y sus analogos como se
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describe en la presente.

Los conjugados citotoxicos pueden ser preparados a través de meétodos in vitro.
Para enlazar un farmaco o profarmaco al anticuerpo, se utiliza un grupo disulfuro. Los
conjugados pueden ser construidos utilizando una reaccién de intercambio de disulfuro

entre el anticuerpo y el farmaco o profarmaco.

Maitansinoides

Entre los agentes citotoxicos que se pueden emplear en la presente invencion para
formar un conjugado citotoxico, estdn los maitansinoides y analogos de maitansinoide.
Ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y analogos de maitansinol.
Los maitansinoides son farmacos que inhiben la formacion de microtubulo y son altamente
téxicos para las células de mamifero.

Ejemplos de analogos de maitansinol incluyen aquellos que tienen un anillo
aromatico modificado y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones. Dichos
maitansinoides adecuados se describen en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica 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,

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

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

(2) C-20-hidroxi (o C-20-demetil) +/-C-19-decloro (Patentes de los Estados Unidos
de Norteamérica Nos. 4, 361,650 y 4, 307,016) (preparado mediante desmetilacion
utilizando Estreptomicinas o Actinomicinas o desclorinacion usando LAH); y

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

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

(1) C-9-SH (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,424,219)
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(preparado mediante reaccion de maitansinol con H,S o P,S;);

(2) C-14-alcoximetil (demetoxi/lCH,OR) (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,331,598);

(3) C-14-hidroxirnetil o aciloximetil (CH,OH o CH,OAc) (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparado a partir de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,364,866) (preparado mediante la conversidén de maitansinol mediante Estreptomicinas);

(5) C-15-methoxy (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,313,946
y 4,315,929) (aislado a partir de Trewia nudiflora);

(6) C-18-iV-demetil (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,362,663 y 4,322,348) (preparado mediante la desmetilacidon de maitansinol a través de
Estreptomicinas); y

(7) 4,5-deoxy (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,371,533)
(preparado mediante el tricloruro de titanio/reduccion LAH de maitansinol).

En una modalidad preferida, los conjugados citotoxicos de la presente invencion
utilizan el DM1 maitansinode que contiene tiol, anteriormente denominado N’-deacetil-iv? -
(3- mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como el agente citotoxico. DMI esta representado por

la siguiente férmula estructural (1):

)

Er te invencion
utilizan el DM4 maitansinoide que contiene tiol anteriormente denominado N*-deacetil-N-*(4-
metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina como el agente citotdéxico. DM4 esta representado

por la siguiente férmula estructural (il):
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En modalidades preferidas adicionales de la invencion, se pueden utilizar otras
maitansinas, que incluyen tiol y maitansinoides que contienen disulfuro que tienen una
mono- o di-alquil sustitucién en el atomo de carbono que tiene el atomo 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 amino acido acilado con un grupo acilo que tiene un grupo
suifhidrilo impedido, en donde el atomo de carbon del grupo acilo que tiene la funcionalidad
tiol posee uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes que son CH;, C.Hs, alquilo o
alquenilo lineal o ramificado o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo ciclico o alquenilo que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y en donde ademas uno de
los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal
de por lo menos tres dtomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el atomo de
azufre.

Dichas maitansinas adicionales incluyen compuestos representados por la férmula

(my:

()

en donde:
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Y' representa

(CR7Rg)i(CRg=CR1)pC-CoA{(CRsRg)mDy(CR11=CR12){C:C)s

B(CR3R4)4CR1R,SZ,

en donde:

R; y R; son cada uno de manera independiente alquilo o alguenilo lineal que tienen
desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; y C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado
o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

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

Ris, Rs, Rs, Re, Rz, Rs, Ro, Ry, ¥ Ry son cada uno de manera independiente H,
alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, tales como CHs y
C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico;

I, m, n, o, p ar s, Yytsoncada uno de manera independiente 0 o un entero desde 1
hasta 5, a condicién de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, I, s, Y t no sean cero en
ningun momento; y

Z es H, SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1
hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3
hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquino

Modalidades preferidas de formula (ill) incluyen compuestos de la férmula (lll) en
donde:

R,es H, R;es metiloy Zes H.

R;y R; son metiloy Z es H.

R, es H, R, es metil, y Z es -SCH,.

R; y Rz son metilo, y Z es -SCHj.

Dichas maitansinas adicionales incluyen también compuestos representados por la

formula (IV-L), (IV-D)s o (IV-D,L):

A
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en donde:

Y representa (CR;Rg)i{CR:sRe)m(CR3R4).CR1RSZ,

en donde:

R; ¥y R, son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tienen
desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CHj y C;Hs, alquilo o alquenilo ramificado
o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;,

Rs, Rs, Rs, Re, R7 ¥ Rg son cada uno de manera independiente H, alquilo o alquenilo
lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; y C,Hs, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

Zes H, SR 0 -COR en donde R es alqﬁilo o alquenilo lineal o ramificado que tienen
desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tienen desde 3 hasta
10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo; y

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

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

R, es metilo, R, es H, Rs, Rg, R7 y Rg son cada uno Hs

lyd msoncadauno 1, nes0,yZesH.

R, and R, son metilo, Rs, R, R7, Rg soncadaunoH,lymson1, nes0,yZesH.

R, es metilo, R; s H, Rs, Rs, R7, y Rs son cada uno H, 1 y m son cada uno 1, nes 0,
y Z es -SCHs.

R; y R, son metilo, Rs, Rs, R7, Rg soncadaunoH, 1ymson1,nes0,yZes-SCHs.

De manera preferible el agente citotoxico es representado por la formula (IV-L).

%
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Dichas maitansinas adicionales incluyen también compuestos representados por la

formuta (V).

V)

en donde:

Y representa (CR7Rg)i(CRsRe)m(CR3R4)\CR1R,SZ,

en donde:

R: y R, son cada uno de manera independiente alquilo o alguenilo lineal que tienen
desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; and C,Hs, alquilo o alguenilo
ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido
o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

Ras, Rs, Rs, Rg, R; and Rg son cada uno de manera independiente H, alquilo o
alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CHs y CyHs,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

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

Modalidades preferidas de la formula (V) incluyen compuestos de la formula (V) en

donde:
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R; es H, R, es metilo, Rs, Rg, R, ¥ Rg son cada uno H; |y m son cada uno 1; nes 0,
yZesH.

R:y R; son metilo; Rs, R, R7, Rg soncadaunoH, lymson1,nes 0,y ZesH.

R, es metilo, R, es H, Rs, Rs, R; ¥ Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, n es 0,
y Z es -SCH.

R, es metilo, R,es H, Rs, Rg, R;, RgsoncadaunoH,lymson1,nes0,yZes-
SCH;.

Dichas maitansinas adicionales incluyen ademas compuestos representados por las

formulas (VI-L), (VI-D), o (VI-DsL):

e, H 9 HiCq i HiC, H j\
o A N 0 °
N Y2 May/ wl){N Yz
5 |

s
May” T Y2 May
O 0

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

en donde:

Y, representa (CR;Rg)1(CRsRs)m(CR3R4)\CR1RSZ

en donde:

R; y R, son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tienen
desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; y C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado
o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R; ¥ Rg son cada uno de manera independiente H, alquilo o alquenilo
ciclico lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; and CoHs,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,

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

Z, es SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta
10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10

atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
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heterocicloalquilo; y
May es un maitansinoide.
Dichas maitansinas adicionales incluyen también compuestos representados por la

formula (VII):

en donde:

Y, representa

CR;Rg)(CRg=CRp)p (C=C)A(CRsRg)mDy(C R11=CR3)(C=C):B;

(CR3R4),CR4R,SZ,,,

en donde:

R: y R; son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo ramificado lineal
que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; y C;Hs, alquilo o alquenilo
ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

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

Ris, R4, Rs, Re, R7, Rg, Rg, Riy, Y Ry; son cada uno de manera independiente H,
alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, tales como CH; y
C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

[Lm n o, p qrs,ytsoncada uno de manera independiente O o un entero desde 1
hasta 5, a condicion de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, r, 8, y t no sean cero en

ningun momento; y

<3
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Z> es SR 0 -COR, en donde R es alquilo 0 alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta
10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 - 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico ©
heterocicloalquilo.

Modalidades preferidas de la formula (VII) incluyen compuestos de la férmula (VII)
en donde: R, es H R, es metilo.

Los maitansinoides mencionados con anterioridad pueden ser conjugados a
anticuerpo DS6 anti-CA6, huN901, huC242, huCD33, MY9, trastuzumab, o un homélogo o
fragmento de los mismos, en donde el anticuerpo es enlazado al maitansinoide utilizando la
funcionalidad tiol o disulfuro que esta presente en el grupo acilo de una cadena lateral de
aminodacido acilatado encontrada en C-3, C-14 hidroximetilo, C- 15 hidroxi o C-20 desmetilo
del maitansinoide, y en donde el grupo acilo de la cadena lateral de aminioacido acilatado
tiene su funcionalidad tiol o disulfuro ubicada en el atomo de carbono que tiene uno o dos
sustituyentes, dichos sustituyentes que son alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1
hasta 10 atomos de carbono, tales como CHs y C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico
que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas uno de los sustituyentes puede ser
H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres
atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el &tomo de azufre.

Un conjugado preferido de la presente invencidon es uno que comprende el
anticuerpo anti-anti-CA6 DS6, huN901, huC242, huCD33, MY9, trastuzumab, o un
homologo o fragmento del mismo o un homélogo o fragmento del mismo, conjugado para

un maitansinoide de la formula (VIH):

(VI
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en donde:

Y,' representa

(CR7Rg)i(CRe=CR10)p(C<C)eA(CRsR6)mDu(CR11=CRy2)(C=C)B,

(CR3R4).CRR2S-,

en donde:

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

Rs, R4, Rs, Rg, R7, Rg, Ro, Ryq, and Ry, son cada uno de manera independiente H,
alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CHj y
C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo; y

I,m, n o,p, qrs,Yytsoncada uno de manera independiente 0 o un entero desde 1
hasta 5, a condicién de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, 1, 8, yt no sean cero en
ningun momento.

De preferencia, R, es Hy R; es metilo 0 R, y R, son metilo.

Un conjugado atin mas preferido de la presente invencién es uno que comprende el
anticuerpo DS6 anti-CA6, huN901, huC242, huCD33, MY, trastuzumab, o un homélogo o
fragmento del mismo o un homdlogo o fragmento del mismo, conjugado para un

maitansinoide de la formula (IX-L), (I1X-D), o (IX-D,L):

O
HG, j\ OHSC & /u\ He /lcl)\
o o
o I O (]
IX-L IX-D IX-D,L
en donde:;

Y, representa (CR7RS)i(CRsRs)m(CR3R4)nCR1RzS-,
en donde:
R, y R, son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tienen

desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CH; y C,Hs, alquilo o alquenilo ramificado

o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, radical
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heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

Ri, R4, Rs, Rg, R7 y Rg son cada uno de manera independiente H, alquilo o alquenilo
lineal que tienen desde 1 hasta 10 atomos de carbono, tales como CHjz y CoHs, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

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

May representa un maitansinol que tiene la cadena lateral en C-3, C- 14
hidroximetilo, C- 15 hidroxi 0 C-20 desmetilo.

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

R es Hy R; es metilo 0 R,y R;son metilo

Ri es H, R, es metilo, Rs, Rg, R; y Rg son cada uno H; | y mson cadauno I; nes 0,

R,y R, son metilo; Rs, Rs, Ry y Rg son cada uno H; Iy m son 1;n es 0.

De manera preferible el agente citotéxico esta representado por la formula (IX-L).

Un conjugado preferido adicional de la presente invencidén es uno que comprende el
anticuerpo DS6 anti-CA6, huN901, huC242, huCD33, MY9, trastuzumab, o un homologo o
fragmento del mismo o un homélogo o fragmento del mismo conjugado para un

maitansinoide de la férmula (X):

MeO

(VIID

en donde los sustituyentes son como se definieron para la formula (1X) anterior.
De especial preferencia son cualquiera de los compuestos antes descritos, en donde

R; es H, R, es metilo, Rs, Rs, Ry y Rg son cada uno H, lymson cadauno 1, ynes 0.

o
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Son especialmente preferidos cualquiera de los compuestos antes descritos, en
donde R, y R, son metilo, Rs, Rg, Ry, Rg soncadaunoH,lymson1,ynes0

Ademas, se prefiere el estereoisémero Z-aminoacilo.

Cada uno de los maitansinoides mostrados en la publicaciéon de patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 2004/0235840, publicada el 25 de noviembre de 2004
también pueden ser utilizados en el conjugado citotoxico de la presente invencién. La
descripcion completa de la publicacion de patente de los Estados Unidos de Norteamérica
No. 2004/0235840, publicada el 25 de noviembre de 2004 estd incorporada a la presente

mediante referencia.

Grupos de enlace que contienen disulfuro

A fin de enlazar el maitansinoide a un agente de unidon celular, tal como el
anticuerpo DS6, huN901, huC242, huCD33, MY9, o trastuzumab, el maitansinoide
comprende una porcion de enlace. La porcién de enlace contiene un enlace quimico que
permite la liberacion de maitansinoides completamente actives en un sitio particular. Los
enlaces quimicos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen enlaces disulfuro,
enlaces labiles al acido, enlaces fotolabiles, enlaces labiles a peptidasa y enlaces labiles a
esterasa. Se prefieren los enlaces de disulfuro.

La porcion de enlace también comprende un grupo reactivo quimico. En una
modalidad preferida, el grupo quimico reactivo puede ser enlazado de manera covalente al
maitansinoide via una porcién de unidn de enlace de disulfuro.

Los grupos quimicos reactivos particularmente preferidos son iV-succinimidil ésteres
y JV-sulfosuccinimidil ésteres.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden una porcién de
unién que contiene un grupo quimico reactive son ésteres C-3 de maitansinol y sus
analogos en donde la porcion de unién contiene un enlace disulfuro y el grupo quimico
reactivo comprende un iV-succinimidil o N-sulfosuccinimidil éster.

Muchas posiciones en los maitansinoides pueden server como la posicién para
enlazar quimicamente la porcion de unién. Por ejemplo, se espera que sean Utiles la

posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-14 modificada con hidroximetilo, la
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posicion the C-15 maodificada con hidroxi y la posicion C-20 que tiene un grupo hidroxi. Sin
embargo, la posicién C-3 es preferida y la posicién C-3 de maitansinol es especialmente
preferida.

La sintesis de maitansinoides y derivados de maitansinoide que tienen una porcién
disulfuro que posee un grupo reactivo se describen en las Patentes de los Estados Unidos
de Norteamérica Nos. 6, 441,163 y 6, 333,410, y la solicitud de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 10/161,651, cada una de las cuales estd incorporada a la presente
mediante referencia.

Los maitansinoides que contienen grupo reactivo, tales como DMI, se hacen
reaccionar con un anticuerpo, tal como el anticuerpo DS6, huN901, huC242, huCD33, MY9,
o trastuzumab, a fin de producir conjugados citotoxicos. Estos conjugados pueden ser
purificados mediante HPLC o mediante filtracién de gel.

Varios esquemas excelentes para producir dichos conjugados de anticuerpo-
maitansinoide se proporcionan en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica
Nos. 6, 716,821, 6, 441,163, y 6, 333,410, y en la publicacién de patente de los Estados
Unidos de Norteamérica no. 2003/0055226, publicada el 20 de marzo de 2003, cada una de
las cuales esta incorporada en la presente en su totalidad.

En general, una solucion de un anticuerpo en regulador de pH acuoso puede ser
incubada con un exceso molar de maitansinoides que tienen a porcién disulfuro que posee
un grupo reactivo. La mezcla de reaccioén puede ser extinguida mediante la adicién de
amina en exceso (tal como etanolamina, taurina, etc.). El conjugado maitansinoide-
anticuerpo puede ser purificado después mediante filtracion de gel.

El numero de moléculas de maitansinoide enlazadas por molécula de anticuerpo
puede ser determinado a través de la medicion espectrofotométrica de la relacion de la
absorbancia en 252 operaciones y 280 nm. Se prefiere un promedio de 1-10 moleculas de
maitansinoide/molécula de anticuerpo.

Los conjugados de anticuerpos con farmacos de maitansinoide puede ser evaluados
para su habilidad para suprimir la proliferacién de varias lineas celulares indeseables in
vitro. Por ejemplo, lineas celulares tales como la linea de carcinoma epidermoide humano
A-431, la linea celular de cancer de pulmén de célula pequefia SW2, la linea celular de

tumor de seno humano SKBR3 y la linea de Namalwa linfoma de Burkitt pueden ser
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utilizadas con facilidad para la determinacion de citotoxicidad de estos compuestos. Las
células que van a ser evaluadas pueden ser expuestas a los compuestos durante 24 horas
y las fracciones supervivientes de las células medidas en pruebas directas a través de
métodos conocidos. Los valores ICs, pueden ser calculados después a partir de los

resultados de las pruebas.

Taxanos

El agente citotdxico utilizado en los conjugados citotéxicos de acuerdo con la
presente invencion también puede ser un taxano o derivado del mismo.

Los taxanos son una familia de compuestos que incluye paclitaxel (Taxol), un
producto natural ciototoxico, y docetaxel (Taxotere), un derivado semi-sintético, dos
compuestos que son ampliamente utilizados en el tratamiento del cancer. Los taxanos son
venenos de eje mitdtico que inhiben la despolimerizacion de tubulina, dando como
resultado la muerte celular. En tanto que docetaxel y paclitaxel son agentes utiles en el
tratamiento del cancer, su actividad antitumoral esta limitada debido a su toxicidad no-
especifica hacia las células normales. Ademas, compuestos como paclitaxel y docetaxel no
son suficientemente potentes para ser utilizados en conjugados de agentes de enlace
celular.

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

taxano de la féormula (XI):

1 Q
S. I\/l'L
O}LQH 0
| X o* fi NO
OH OH& OAc
0
MeO OMe

Los metod: X1 08 conjugados
citotoxicos de la presente invencion, junto con los metodos para conjugar los taxanos para
los agentes de enlace celular tales como anticuerpos, se describen en detalle en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,416,064, 5,475,092, 6,340,701,
6,372,738, 6,436,931, 6,716,821, y 6,596,757 y en las publicaciones de patente de los
Estados Unidos de Norteamérica nos, 2003/0014048, publicada el 16 de enero de 2003 y

2004/0024049, publicada el 5 de febrero de 2004.
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Anélogos CC-1065

El agente citotoxico usado en los conjugados citotdxicos de acuerdo con la presente
invencion pueden ser también CC-1065 o un derivado del mismo.

CC-1065 es un potente antibiético anti-tumoral aislado a partir del caldo de cultivo
de Streptomyces zelensis. CC-1065 es aproximadamente 100 veces mas potente in vitro
que los farmacos anti-cancerigenos comunmente utilizados, tales como doxorubicina,
metotrexato y derivados de vincristina (B.K. Bhuyan et al, Cancer Res., 42. 3532-3537
(1982)). CC-1065 y sus analogos se describen en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica 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 de
alquilatacién y su actividad de enlace ADN o actividad de intercalacion-ADN. Estas dos
actividades residen en partes separadas de la molécula. Por tanto, la actividad de
alquilatacion es contenida en la subunidad ciclopropapirroloindol (CPI) y la actividad de
enlace ADN reside en las dos subunidades pirroloindol.

Aunque CC-1065 tiene ciertas caracteristicas atractivas como un agente citotéxico,
posee limitaciones en el uso terapéutico. La aDM1nistracion de CC-1065 a ratones
ocasiond una hepatotoxicidad retardada que condujo al deceso en el dia 50 después de
una sola dosis intravenosa de 12.5 ug/kg {V. L. Reynolds et al., J. Antibiotics, XXIX, 319-
334 (1986)}. Esto ha activado los esfuerzos para desarrollar analogos que no ocasionen
toxicidad retardada, y se ha descrito la sintesis de analogos mas simples modelados en
CC-1065 {M.A. Warpehoski et al., J. Med. Chem., 31, 590-603 (1988)}.

En otra serie de analogos, la porcion CPIl fue reemplazada con una porcién
ciclopropabenzindol (CBI) {D.L. Boger et al., J. Org. Chem., 55, 5823-5833, (1990), DX.
Boger et al., BioOrg. Med. Chem. Lett., 1, 115-120 (1991)}. Estos compuestos mantienen la
alta potencia in vitro del farmaco parenteral, sin ocasionar toxicidad retardada en ratones. Al
igual que CC-1065, estos compuestos son agentes de alquilacion que enlazan a la
hendidura menor del AND de una manera conveniente para ocasionar la muerte celular. Sin
embargo, la evaluacion clinica de los analogos mas promisorios, Adozelesin y Carzelesin,
ha conducido a resultados decepcionantes {B.F. Foster et al., Investigational New Drugs,

13, 321-326 (1996); |. Wolff et al., Clin. Cancer Res., 2,1717-1723 (1996)}. Estos farmacos

()D
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exhiben escasos efectos terapéuticos debido a su alta toxicidad sistémica.

La eficacia terapéutica de los analogos CC-1065 puede ser enormemente mejorada
al cambiar la distribucién in vitro a través del suministro dirigido al sitio del tumor, resultando
en menor toxicidad para los tejidos que no son de objetivo, y por tanto, menor toxicidad
sistémica. Para lograr este objetivo, se han descrito los conjugados de analogos y
derivados de CC-1065 con los agentes de enlace celular que se dirigen de manera
especifica a células tumorales de objetivo {Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica: 5, 475,092; 5, 585,499; 5, 846,545}, Estos conjugados exhiben de manera
comun alta citotoxicidad especifica de objetivo in vitro, y excepcional actividad anti-tumoral
en modelos de xenoinjerto de tumor humano en ratones {R.V. J. Chari et al., Cancer Res.,
55, 4079-4084 (1995)}.

L.os métodos para sintetizar los analogos CC-1065 que pueden ser utilizados en los
conjugados citotoxicos de la presente invencion, junto con los métodos para conjugar los
andlogos para los agentes de enlace celular tales como anticuerpos, son descritos en
detalle en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,475,092, 5,846,545,
5,685,499, 6,534,660, 6,586,618, y 6,756,397 y en la publicacion de patente de los Estados

Unidos de Norteamérica no. 2003/0195365, publicada el 16 de octubre de 2003.

Otros Farmacos

Farmacos tales como metotrexato, daunorubicina, doxorubicina, vincristina,
vinblastina, melfalano, 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 conjugados de la presente invencion. Las
moléculas de farmaco también pueden ser enlazadas a las moléculas de anticuerpo a
través de una molécula portadora intermediaria tal como albumina del suero. Los
compuestos de Doxarubicina y Daunorubicina, como se describen, por ejemplo, en la
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 6,630,579, también pueden ser

agentes citotdxicos Utiles.

Composiciones y métodos de uso

La presente invencioén proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden

U\
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una cantidad efectiva de cualquiera de los farmacos-agentes de enlace celular, de la
presente invencion, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma, y un
portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona también métodos de tratamiento que
comprenden administrar a un sujeto que necesita del tratamiento una cantidad efectiva de
cualquiera de los conjugados antes descritos.

De manera similar, la presente invencién proporciona un método para inducir la
muerte celular en poblacién celular heterogénea o mezclada que comprende poner en
contacto las células de objetivo o tejido que contiene las células de objetivo con una
cantidad efectiva de un agente citotdxico que comprende cualquiera de los farmacos-
agentes de enlace celular (por ejemplo, maitansinoide, taxanos o CC1065-agentes de
enlace celular) de la presente invencidén, una sal o solvato de la misma. Las células de
objetivo son las células a las cuales puede enlazarse el agente de enlace celular debido a
que expresan un antigeno unico expresado por esas células. El farmaco citotoxico es
separado del conjugado en la célula de objetivo para liberar el farmaco y eliminar la célula
que carece del antigeno expresado en las células de objetivo.

Proporciona también la eliminacién de una poblacién celular heterogénea o
mezclada, en donde el ligando fue expresado inicialmente en una célula particular o un
tejido y después dispersado dentro del medio. Aqui el ligando dispersado es el objetivo para
el agente de enlace celular y el farmaco elimina la poblacion heterogénea o mezclada de
células tumorales en la cercania del antigeno dispersado.

Si se desea, otros agentes activos, tales como otros agentes anti-tumorales, pueden
ser aDM1nistrados junto con el conjugado.

Los portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados
son bien conocidos y pueden ser determinados por aquellos con experiencia ordinaria en la
técnica segun lo garantice la situacion clinica.

Ejemplos de portadores, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) solucién
salina regulada en su pH con fosfato de Dulbecco, pH de aproximadamente 7.4, que
contiene o no aproximadamente 1 mg/ml hasta 25 mg/ml de albimina de suero humano, (2)
0.9% solucién salina (0.9% p/v NaCl), y (3) 5% (p/v) dextrosa; y puede contener tambien un

antioxidante tal como triptamina y un agente de estabilizacién tal como Tween 20. El
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método para inducir la muerte celular en las poblaciones celulares seleccionadas puede ser
practicado in vitro e in vivo. Ejemplos de de uso in vitro se muestran en la seccién de
Ejemplos de esta especificacion.

Para uso in vivo clinico, el agente citotéxico de la invencién sera suministrado como
una solucién o un polvo liofilizado que son probados para esterilidad y para niveles de
endotoxina. Ejemplos de protocolos adecuados para la aDM1nistracién de conjugado son
como sigue. Los conjugados son suministrados semanalmente durante 4 semanas como un
bolo intravenoso cada semana. Las dosis de bolo son suministradas en 50 a 1000 ml de
solucion salina normal a la cual se pueden agregan de 5 hasta 10 ml de albumina de suero
humano. Las dosis seran de 10 ug hasta 2000 mg por aDM1nistracion, por via intravenosa
(rango de 100 ng hasta 20 mg/kg por dia). Después de cuatro semanas de tratamiento, el
paciente puede continuar recibiendo el tratamiento en una base semanal. Los protocolos
clinicos especificos con respecto a la ruta de aDM1nistracion, excipientes, diluyentes,
dosis, horarios, etc., pueden ser determinados por alguien con experiencia ordinaria en la
técnica segun lo garantice la situacion clinica.

Ejemplos de condiciones médicas que pueden ser tratadas de acuerdo a los
métodos in vivo 0 ex vivo para inducir la muerte celular en poblaciones celulares
seleccionadas incluyen malignidad de cualquier tipo incluyenda, por ejemplo, cancer del
pulmoén, seno, colon, préstata, rifién, pancreas, ovarios o cualquier clase de crecimiento
neoplastico que incluya una poblacién celular anormal heterogénea o mezciada.

Referencias AU citadas en la presente y en los ejemplos que siguen estan

incorporadas expresamente mediante referencia en su totalidad.

EJEMPLOS

El ampilio alcance de esta invencion es mejor comprendido con referencia a los

siguientes ejemplos, los cuales no estan destinados a limitar la invencion a las modalidades

especificas.

Ejemplo 1 — Efecto de Expectacion de los Conjugados Anticuerpo-Farmaco

Jrs
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Materiales y Métodos

Inmunoconjugados

Preparacién de inmunoconjugados: El maitansinoide DMI (N2-deacetil-iV?-(3-
mercapto-1-oxopropil)-maitansina) fue sintetizado a partir del producto de fermentacién
microbial ansamitocina P-3 como se describié con anterioridad {Chari, R. V., et al., Cancer
Res., 52, 127-31 (1992); patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 6,333,410}.
La sintesis del analogo de CC-1065, 5-{(3-mercapto-l-oxopropil)amino)-bis-indolil-(seco)-
1,2,9,9a-tetrahidrociclopropalc]benz[e]indol-4-ona, DCI, ha sido reportado en cualquier otra
parte {Chari, RV, et al., Cancer Res. 55, 4079-84 (1995)}. La humanizacién del anticuerpo
C242 (huC242) se realizd6 mediante el metodo de recubrimiento que ha sido descrito de
manera previa {Roguska M. A., et al., Proc Nati Acad Sci U S A, 91, 969-73 (1994)}. Los
conjugados anticuerpo-farmaco fueron preparados utilizando iV-succinimidil-4-(2-
piridilditio)pentanoato para enlace de disulfuro o JV-succinimidil-4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-l-carboxilato (SMCC) para enlace de tioéter como se describe en otra parte
{Liu, C, et al.,, Proc Natl Acad Sci U S A, 93, 8618-23 (1996); Chari, R.V., et al., Cancer
Res., 52, 127-31 (1992)}. Los inmunoconjugados usados en este estudio contenian, en
promedio, 3.5 moléculas de farmaco citotoxico, DMI o DCI, por molécula de anticuerpo.
Lineas celulares

Se mantuvieron cultivos de COLO 205 (adenocarcinoma de colon humano, ATCC
CCL-222), HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana, ATCC CCL-240) y Namalwa
(linfoma de Burkitt humano, ATCC CRL- 1432) en medio RPMI-1640 complementado con
suero bovino fetal termo-inactivado al 10% y 50 pg/ml. de sulfato de gentamicina. Se
mantuvieron cultivos de HT-29 (adenocarcinoma de colon humano, ATCC HTB-38), A375
(metanoma humano maligno, ATCC CRL-1619) y HepG2 (carcinoma hepatocelular
humano, ATCC HB-8065) en medio DMEM complementado con suero bovino fetal termo-
inactivado al 10% y 50 ug/mL de sulfato de gentamicina. Se mantuvo un cultivo de SNU-16
(carcinoma gastrico, ATCC CRL-5974) en medio RPMI-1640 modificado (ATCC, 30-2003)
complementado con suero bovino fetal termo-inactivado al 10% y 50 ug/mL de sulfato de
gentamicina. Todas las lineas celulares fueron cultivadas en una incubadora humidificada a

37°C, 6% COx.
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Enlace del anticuerpo huC242 a CanAg

El enlace del anticuerpo huC242 a células CanAg-positivas fue evaluado por medio
de una prueba de inmunofluorescencia indirecta utilizando citometria de fiujo. Las células (5
x 10* por pozo) fueron colocadas en una placa de 96 pozos de fondo redondo e incubadas
a 4°C durante 3 h con diluciones seriales de anticuerpo huC242 en 0.2 mL de medio alfa-
MEM complementado con 2% (v/v) suero de cabra normal (Sigma). Cada muestra fue
probada por triplicado. Los pozos de control carecieron de huC242. Las células fueron
lavadas después con 0.2 mL de medio frio (4 °C) y tefidas con anticuerpo IgG anti-humano
de cabra fluoresceina-etiquetado durante 1 h a 4°C. Las células fueron lavadas de nuevo
con medio, fijadas en soluciéon al 1% de formaldehido/PBS y analizadas utilizando un
citometro de flujo FACSCalibur™ (BD Biosciences, San Jose, CA).
Prueba de citotoxicidad de colageno 3D

Células COLO 205 (2 x 10° células por mL) fueron tratadas con huC242-DMI (IxIO™®
M de anticuerpo conjugado, 24 h de incubacion a 37°C, 6% CO;), 1% formaldehido (20 min
de incubacidn), o irradiacion 5 Gy UV (UV Stratalinker 1800, Stratagene, CA). Las células
tratadas fueron lavadas tres veces con 20-30 mL de medio de cultivo fresco y suspendidas
nuevamente en medio de cultivo a 1 x 10° células por mL. Células COLO 205, Namalwa,
A375 y HepG2 no tratadas fueron lavadas y suspendidas nuevamente de una manera
similar. Un microlitro de cada una de las suspensiones celulares no tratadas se mezcl
después con 0, 1, 2, 4, u 8 pL de las células COLO 205 tratadas. Cien microlitros de
solucién de gel de colageno enfriada con hielo (Sistema de Cultivo Celular de Colageno 3D,
Chemicon International) fueron agregados a las mezclas de células, y después las mezclas
de célula-colageno fueron suministradas inmediatamente (5 pl. por pozo) en placas de 96
pozos de fondo redondo. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 1 h a fin de permitir
la polimerizacién del colageno. Se agregé de manera moderada medio de cultivo fresco
(200 uL) a cada pozo. Entre cinco y seis dias después, se determind el numero de células
viable utilizando una prueba de proliferacion celular colorimétrica que mide la reduccion de
sal de tetrasolio MTT (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 3,5-difenilformazan, Sigma) para formazan
mediante células vivas. Se agregaron cincuenta microlitros de la solucién concentrada MTT

(5 mg/mL en solucion salina regulada en pH con fosfato) a cada pozo. Las placas fueron
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incubadas a 37°C durante 3 h y después centrifugadas durante 10 minutos a 860 xg. El
medio de cultivo fue aspirado desde cada pozo, los cristales de formazan fueron
solubilizados con dimetil sulfoxido (100 pL por pozo) y se midid ODssoqlm. Se calculd el
namero relativo de células (supervivencia celular) en cada pozo al corregir la lectura de
anterior demedio, y después dividir cada valor entre el promedio de los valores en ios pozos
de control (células no tratadas).
Prueba de citotoxicidad de cultivo liquido

Diluciones de inmunoconjugados en el medio apropiado fueron agregadas a los
pozos de las places de 96 pozos de fondo redondo que contienen 2 x 10° de células COLO
205, 0 2 x 10° de células SNU-16, o 2 x 10° de células Namalwa, o una mezcla de 2 x 10°
células COLO 205 con 2 x 10° células Namalwa, o una mezcla de 2 x 10° SNU-16 con 2 x
10° células Namalwa. Las placas fueron incubadas durante cinco dias a 37°C, 6% CO,. Se
tomaron fotografias de las células en cada pazo con un microscopio invertido Nikon Diaphot

300.

Pruebas ELISA para la cuantificacion de huC242-DMI|, huC242-SMCC-DMI, y farmaco
maitansinoide liberado desde el conjugado.

Los métodos han sido descritos de manera previa {Xie, H., et al., J Pharmacol Exp
Ther, 308, 1073-82 (2004)}). Brevemente, para medir las concentraciones de huC242-DMis
el conjugado a partir del estandar, o las muestras de prueba fueron recolectadas en placas
ELISA recubiertas con un anticuerpo monoclonal anti-maitansinoide de murino
(tmmunoGen), y detectadas con IgG anti-humano de asno peroxidasa de rabano-etiquetado
(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Para determinar la concentracion del
farmaco maitansinoide liberado desde el conjugado, la proteina fue precipitada a partir de
muestras mediante la adicion de cinco volumenes de acetona enfriada con hielo. La
proteina precipitada fue sedimentada mediante centrifugacion a 16,000 x g, y las
concentraciones de farmaco liberado en el sobrenadante fueron determinadas usando una
prueba ELISA de competencia como sigue. Las placas fueron cubiertas con DMI que habia
sido conjugado para albumina de suero bovino (BSA-DMI, ImmunoGen). Las muestras de
dilucién de una solucidn estandar de maitansina y las muestras de prueba fueron

mezcladas con anticuerpo monoclonal anti-maitansinoide de murino Dbiotinilado
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(ImmunoGen) y después incubadas en [a placa recubierta con BSA-DMI. Finalmente, el
anticuerpo anti-maitansinoide biotinilado enlazado fue detectado con estreptavidina-

peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch).

Modelos de tumor de xenoinjerto humano en ratones

Se obtuvieron ratones hembra CB-17 con inmunodeficiencia combinada
severa(SCID) de cinco semanas de Taconic (Germantown, NY). Una semana después, los
ratones fueron inoculados por via subcutanea con una de las siguientes lineas celulares:
HT-29 (2 x 10° células por ratén), COLO 205 (1 x 107), Namalwa (2 x 10°), o una mezcla de
células COLO 205 y Namalwa (1 x 10" y 2 x 10° células por ratén, respectivamente). De
nueve a trece dias después, cada ratén recibid diariamente inyecciones de bolo intravenoso
de PBS (control), huC242-SMCC-DMI, o huC242-DMI que contienen 25, 75, o 150 pg/kg de
DMI conjugado durante cinco dias consecutivos (qd x 5). Se midieron las dimensiones del
tumor dos veces por semana y se calculé el volumen como 1/2 (L x W x H) en donde L es la

longitud, W la anchura, y H la altura del tumor.

Inmunohistoquimica

Los tejidos tumorales fueron fijados en formalina al 10% e incrustados en parafina.
La examinacion inmunohistoquimica de las secciones de parafina se ejecutd usando
anticuerpo C242 de murino para detector células COLO 205, y anticuerpo anti-CD38 de
murino (RDI-CD38abm-290, Research Diagnostic, Flanders, NJ) para detectar celulas

Namalwa usando la técnica de avidin-biotin-peroxidasa (ABC).

Resultados:
HuC242-DMI elimina las células no de objetivo préximas a sus células de objetivo in
vitro

El inmunoconjugado, cantuzumab mertansina 0 huC242-DMI, es efectivo en la
erradicacion de xenoinjertos de tumor humano que expresan CanAg en ratones, incluyendo
aquellos que expresan el antigeno de una manera heterogénea, {Liu, C, et al., Proc Natl

Acad Sci U S A, 93, 8618-23 (1996)} aunque no es efectivo contra tumores de xenoinjerto
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CanAg negativos. Para determinar si el conjugado huC242-DMI asociado con las células
CanAg-positivas tiene la habilidad para eliminar células no de objetivo cercanas, se estudid
su comportamiento in vitro utilizando cultivos de células mezcladas antigeno-positivas y
antigeno-negativas en una matriz de colageno 3D. Las células pueden ser incrustadas en |a
matriz a altas densidades que simulan el ambiente de tumor in vivo.

En una primera serie de experimentos, se utilizaron células COLO 205 antigeno
positivas tratadas y no tratadas (Figura 2). Un conjunto de células fue incubado en el medio
de cultivo con huC242-DMI a 37°C durante 16 h. El conjugado no enlazado fue removido
después mediante lavado extensivo, y nimeros crecientes de las células tratadas fueron
mezclados con muestras de células no tratadas para proporcionar las relaciones de células
tratadas a células no tratadas de 0:1 (control), 1:1, 4:1, y 8:1, respectivamente. Las mezclas
de células fueron incrustadas después en colageno, incubadas durante cinco dias, y se
determind el nimero de células viables en cada muestra en una prueba MTT. En cultivos
de control adicionales, las células COLO 205 tratadas con inmunoconjugado, fueron
reemplazadas por células COLO 205 tratadas con formaldehido o tratadas con luz UV. Los
resultados se muestran en la Figura 3A. La fraccion superviviente de las células disminuyé
de manera progresiva en los cultivos que contienen numeros crecientes de células tratadas
con conjugado (Figura 3 A, barras negras). Por lo tanto, las células no tratadas fueron
eliminadas en los cultivos mezclados. Esta eliminacion dependié del conjugado y no se
debe a ningun efecto inhibidor de tincion de células COLO 205 en la poblacién celular no
tratada, ya que las células COLO 205 eliminadas por el tratamiento de formaldehido o la
irradiacién UV no afectan de manera significativa la proliferacion de las células no tratadas
(Figura 3A, barras grises y blancas, respectivamente).

En una segunda serie de experimentos, células COLO-205 tratadas con huC242-
DMI, como se describio con anterioridad, fueron mezcladas con lineas celulares antigeno-
negativas en una relacion de 1:1, incrustadas en colageno, incubadas durante cinco dias, y
después probadas para crecimiento celular en una prueba MTT. Las lineas celulares
antigeno-negativas fueron de diversos origenes: un linfoma de Burkitt (Namalwa), un
melanoma (A375), y un hepatocarcinoma (HepG2). Como se muestra en la Figura 3B, las
células tratadas con huC242-DMI inhibieron el crecimiento de todas las lineas celulares

antigeno-negativas, co-cultivadas. Las células Namalwa fueron las mas sensible al efecto
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citotéxico generado por las células COLO 205 pretratadas con el conjugado, como se indica
mediante una disminucidén en la fraccién superviviente hasta menos de 0.2, las células
HepG2 fueron las menos sensibles con una fraccion superviviente de aproximadamente
0.7, and A375 y las células COLO 205 mostraron sensibilidad intermedia.

A continuacion se examina si la eliminacion dependiente de célula de objetivo de las
células no de objetivo ocurre en cultivos celulares liquidos. Células Namalwa no
adherentes, antigeno-negativas fueron tratadas como ceélulas reportero en cultivos
mezclados y células COLO 205 semi-adherentes como células de objetivo. Los dos tipos de
células fueron colocados juntos en una placa de 96-pozos de fondo redondo. En unas
cuantas horas todas las células se sedimentaron juntas en estrecha proximidad en Ia parte
media del pozo. El experimento incluyd pozos que contenian 2 x 10 células Namalwa solas,
2 x 10° células COLO 205 solas, y una mezcla de 2 x 10° células de cada una de las dos
lineas celulares, todas en 0.2 mL e3 medio de cultivo liquido que contiene 1 nM huC242-
DMI. Despues de la incubacidén durante cinco dias a 37°C, se tomaron fotografias de las
poblaciones celulares (Figura 3C). En ausencia del conjugado (Figura 3 C, columna
izquierda), el nimero de las células en toso los pozos se habia incrementado unas 20
veces como se determind por medio del conteo celular. Las poblaciones celulares
mezcladas también fueron analizadas por medio de citometria de flujo para confirmar que
tanto las células Namalwa como las células COLO 205 habian proliferado. huC242 Alexa-
etiquetado sirvid para tefiir las células COLO 205 CanAg-positivas, en tanto que el
anticuerpo anti-CD 19 Alexa-etiquetado especifico de célula B fue utilizado para la
deteccion de las células Namalwa. Este andlisis revelo que después de cinco dias de
proliferacion, los cultivos mezclados libres de conjugado constaron de 40% de células
COLO 205 y 60% de células Namalwa, demostrando que ambos tipos de células habian
proliferado a velocidades similares. Como es esperaba, huC242-DMI elimind a la mayoria
de las células en los pozos que contienen células COLO 205 CanAg-positivas (Figura 3C,
fila superior) y no afecta de manera significativa el crecimiento en pozos que contienen
células Namalwa antigeno-negativas (Figura 3 C, fila media). En pozos con un poblacion
mezclada de células, el conjugado eliminé tanto células COLO 205 como células Namalwa
(Figura 3C, fila inferior). Por tanto, las células COLO 205 tratadas con huC242-DMI pueden

erradicar las células antigeno negativas proximas en cultivo liquido asi como en un cultivo
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celular de colageno 3D.

Para probar si las lineas celulares de objetivo diferentes a COLO 205 pueden
ejercer este efecto citotoxico sobre células espectadoras, se ejecutdé un experimento
analogo utilizando otra linea celular CanAg-positiva, el carcinoma gastrico SNU-16 (Figura
2). Como se muestra en la Figura 3D, huC242-DMI (1 nM) eliminé células SNU-16, no
afectd la proliferacion de celulas Namalwa, y elimind la poblacién celular Namalwa/SNU-16
mezclada. Juntos estos experimentos demuestran que el efecto de expectativa in vitro de
huC242-DM! no esta limitado a un tipo particular de célula de objetivo CanAg-positiva o un

tipo particular de célula espectadora CanAg-negativa.

El efecto de expectativa de inmunoconjugados es afectado por la naturaleza del
enlazador anticuerpo-farmaco

HuC242-DMI consta de moléculas DMI conjugadas para el anticuerpo huC242 a
través de un enlazador que contiene disulfuro. Este enlazador es faciimente reducido por
tioles in vitro en un ambiente libre de célula, y por lo tanto es posible que sea separable por
medio de abundantes timoles célula-asociados. Para probar si la presencia del enlace de
disulfuro en el enlazador es requerida para la generacion del efecto de expectativa, se
sintetizd6 huC242-SMCC-DMI, un conjugado en el cual DMI es enlazado al anticuerpo por
medio de un enlace tioéter no-reducible (Figura 1), y se probd su citotoxicidad in vitro sobre
células COLO 205, células Namalwa y poblaciones celulares mezcladas COLO
205/Namalwa. huC242-SMCC-DMI fue tan potente como huC242-DMI en la eliminacion de
células de objetivo COLO 205 con un valor ICs, de 4 x 10 ''M (datos no mostrados). Esta
citotoxicidad fue CanAg-selectiva ya que ninguno de los conjugados fueron citotoxicos para
las células Namalwa antigeno-negativas en todo el rango de concentracién probado (hasta
1 x 10° M). A diferencia de huC242-DMI, huC242-SMCC- DMI exhibid solamente
citotoxicidad marginal, si es que la hubo, sobre las células espectadoras en cualquier
prueba de matriz de colageno 3D, o prueba de cultivo liquido (Figura 3B y 3C,
respectivamente), sugiriendo que el mecanismo del efecto de expectativa para huC242-DMI

incluye una etapa de separacién del enlace de disulfuro.

El efecto de expectativa no esta limitado a los conjugados anticuerpo-maitansinoide

=6
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Para determinar si el efecto de expectativa es una propiedad unica de los
conjugados anticuerpo-maitansinoide, se examinaron conjugados de huC242 con DCI. DCI
es un andlogo del alquilatador CC-1065 de enlace de ADN vy difiere de DMI tanto en su
estructura (Figura 1) como en el mecanismo de acciéon. Se reportaron los conjugados
antigeno-selectivos potentes anteriores de DCI con un anticuerpo anti-CD19, y un
anticuerpo anti-CD56 {Chari, R.V., et al., Cancer Res. 55, 4079-84 (1995)}. Los conjugados
analogos fueron construidos de DCI con huC242, en el cual el farmaco y el anticuerpo
fueron conjugados a través de un enlazador que contiene disulfuro (huC242-DCI) o un
enlazador que contiene tioéter (huC242-SMCC-DCI) como se muestra en la Figura 1, y se
probé su habilidad para eliminar células antigeno-positivas y espectadoras in vitro. En
concentraciones entre 2 x 10"°M y 2 x 10 °M, ya sea conjugadas o no eliminaron la mayoria
de las células en cultivos COLO 205 antigeno-positivos (Figura 3 C, fila superior muestra
los resultados para la concentracion 1 x 10°M), aunque no las células en cultivos Namalwa
antigeno-negativos (Figura 3C, fila media), confirmando que su citotoxicidad es antigeno-
dependiente. Cuando se probaron en poblaciones celulares de objetivo/no de objetivo
mezcladas, huC242-DCl fue capaz de eliminar la mayoria de las células de ambas clase, en
tanto que huC242-SMCC-DCI no lo fue (Figura 3C, fila inferior). Estos experimentos
demuestran que la habilidad para eliminar las células espectadoras no es una propiedad
exclusive de los conjugados DMI, sino que aplica a otros conjugados anticuerpo-farmaco

enlazados por enlaces que contienen disulfuro.

El efecto de expectativa de huC242-DMI es generado a través de procesamiento del
conjugado mediante células de objetivo y libera un maitansinoide citotoxico en el
medio

Para definir el mecanismo del efecto de expectativa, se determine si las células que
expresan CanAg tratadas con huC242-DMI liberan un compuesto citotoxico en el medio, el
cual se difunde después hacia células cercanas. Las células de objetivo COLO 205 o
Namalwa antigeno-negativas fueron incubadas con huC242-DMI o huC242-SMCC-DMI
(1077 M) a 37°C durante 0, 6, 24, o0 48 h. Las células fueron removidas desde el medio por
centrifugacion, y los sobrenadantes fueron probados para la presencia de huC242-DMI y

maitansinoides libres utilizando dos métodos ELISA diferentes (véase Materiales y
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Métodos). Los resultados se muestran en la Figura 4A-C. Después de una incubacién de 48
h con las células de objetivo, la concentracion de cualquier conjugado en el sobrenadante
disminuyé aproximadamente 3 veces y, de manera concurrente, la concentracion de una
especie de maitansinoide libre se increment6 aproximadamente 4 veces (Figura 4A, C).
Una incubacion similar de huC242-DMI con células Namalwa CanAg-negativas no condujo
a la desaparicion del conjugado ni la aparicion de un maitansinoide libre en el medio (Figura
4B), indicando que el enlace al antigeno de la superficie celular es necesario para el
procesamiento de estos conjugados y la liberacion de farmacos de maitansinoide dentro del
medio.

La actividad citotéxica de los farmacos de maitansinoide liberados fue analizada
después mediante la exposicion de células Namalwa CanAg-negativas al conjugado que
contiene medio acondicionado con células COLO 205. La citotoxicidad especifica de medio
que contiene huC242-DMI se incrementa de manera gradual aproximadamente 10-veces
durante 48 horas, como se demostré mediante el cambio a partir de un valor ICs, inicial de 2
x 10° M (sobrenadante cosechado inmediatamente después del mezclado, sin incubacion)
hasta 3 x 10° M y 1.7 x 10° M después de la incubacion durante 24 h y 48 h,
respectivamente (Fig. 4D). En contraste, no hubo incremento detectable en la citotoxicidad
del medio que contiene huC242-DMI cuando fue acondicionado por la presencia de células
Namalwa (Figura 4E). La citotoxicidad mejorada del conjugado que contiene, medio
acondicionado con COLO 205 se asemeja al incremento en la concentracion del
maitansinoide libre en la Figura 4 A. Estos datos sugieren un mecanismo para la
citotoxicidad de expectativa de huC242-DMI en la que el conjugado se enlaza a las células
que expresan antigeno, seguido por el procesamiento mediado por célula del conjugado y
la liberacion progresiva de una especie de maitansinoide citotéxico capaz de eliminar
células cercanas.

La incubacion de huC242-SMCC-DMI con células COLO 205 conduce tan solo a un
modesto incremento de 2 veces en la citotoxicidad no-especifica del medio de cultivo
(Figura 4F). ya que tanto el conjugado enlazado a disulfuro como el conjugado enlazado a
tioéter son procesados por células COLO 205 y liberan una cantidad comparable de
especies de maitansinoide libre dentro del medio (Figuras 4A y 4C), distintos metabolitos

son igualmente formados a partir de huC242-DMI y huC242-SMCC-DMI. Como se describe
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a continuacion, las estructuras quimicas de los metabolitos han sido identificadas, y se ha
confirmado que algunos de los productos del procesamiento de huC242-DMI son 100 hasta

10,000 veces mas potentes que el metabolito de huC242-SMCC-SMI.

Efecto de expectativa de huC242-DMI en modelos de tumor de xenoinjerto humano
Mediante analogia con los sistemas de cultivo celular mezclados in vitro, se
desarrollaron los modelos de tumor de xenoinjerto que constan de células COLO 205 que
expresan CanAg y células Namaiwa CanAg-negativas. Una mezcla de células COLO 205 y
Namalwa fue inyectada por via subcutanea en ratones SCID (un total de 1.2 x 10’
células/ratén). Cada animal (un total de 23 ratones) desarrollé un tumor medible y, nueve
dias después del implante celular, el volumen de tumor medio alcanzé aproximadamente
100 mm?>. Dos tumores de nueve dias fueron retirados a partir de animales sacrificados y
analizados para la presencia de células COLO 205 (CanAg+/CD38-) y células Namalwa
(CD38+/CanAg-) mediante tincion histoquimica de los tejidos con el anticuerpo C242
murino y un anticuerpo anti-CD38 murino, respectivamente. EI marcador para células
COLO 205 (Figura 5Aa) y aquel par alas células Namalwa (Figura 5Ab) tifié areas de
tamario aproximadamente igual, confirmando la naturaleza mezclada de los tumores. La
vasta mayoria tanto de las células COLO 205 como de las células Namalwa parecieron
viables, con poca necrosis aparente. Grupos de ratones que poseen dichos tumores
mezclados con un tamafo de aproximadamente 100 mm ° fueron tratados después con
cinco inyecciones intravenosas, suministradas en cinco dias consecutivos (qd x 5), of PBS
(grupo de control), huC242-SMCC-DMI, o huC242-DMI, en dosis diarias del conjugados que
contiene 150 pg/kg de DMI enlazado. Un dia después de la ultima inyeccidn, dos ratones de
cada grupo fueron sacrificados y sus tumores fueron analizados mediante
inmunohistoquimica, como se describidé con anterioridad. En el grupo de control tratado con
PBS, las secciones de tumor parecieron similares a aquellas obtenidas a partir de tumores
no tratados (comparar Figura 5 Ac con 5 Aa, y 5Ad con 5Ab), con areas de tamario similar
de tejidos COLO 205 y Namalwa, exhibiendo ambos sélo un grado minimo de necrosis. Las
secciones de tumor tratadas con huC242-SMCC-DMI mostraron tejido COLO 205 altamente
necrético (50 a 60% necroético, Figura 5 Ae) y tejido Namalwa saludable (Figura 5 Af).

Finalmente, las secciones de los tumores tratados con huC242-DMI mostraron un alto
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grado de necrosis (70-80%) tanto en los tejidos COLO 205 como en los Namalwa (Figura 5
Ag y 5 Ah). Estos datos in vivo se asemejan a los resultados in vitro utilizando poblaciones
celulares mezcladas. La actividad del conjugado con el enlazador sin disulfuro estuvo
restringida a las células que expresan el antigeno de objetivo, en tanto que el conjugado
con el enlazador que contiene disulfuro eliminé tanto las células tumorales de objetivo y no
de objetivo en el mismo tumor.

Estos resultados inmunohistoquimicos estuvieron de acuerdo con los efectos de
huC242-DMI y huC242-SMCC-DMI sobre el crecimiento del tumor. El tratamiento con
cualquier conjugado fue igualmente efectivo contra tumores COLO 205 CanAg-positivos
(Figura 5Ba): tumores en cuatro e cinco ratones completamente invertidos y sin recaida
hasta el dia 90, Cuando se terminé el experimento, y en cada grupo, un ratén con recaida
condujo a un retraso de en el dia 28 en el crecimiento del tumor. Ningtin conjugado estuvo
active sabre los tumores Namalwa no de objetivo: el tratamiento con huC242-SMCC-DMI no
retraso el crecimiento del tumor en tanto que huC242-DMI logré tan sélo un modesto
retrasé el dia 7 en el crecimiento del tumor (Figura 5Bb), confirmando que los activos anti-
tumorales son CanAg-selectivos. Los dos conjugados difirieron marcadamente en su
actividad anti-tumoral contra tumores COLO 205-Namalwa mezclados. huC242-SMCC-DMI
no retrasd la progresion de los tumores mezclados, en tanto que huC242-DMI ocasiond
regresiones completas de los tumores en un lapso de dos semanas (Figura 5Bc) con cuatro
de cinco ratones que permanecen libres de tumor hasta el final del estudio (150 dias, es
decir, aproximadamente 34 veces la duplicacién del tumor). El analisis inmunohistoquimico
del Unico tumor con recaida en este grupo reveld que el tumor consistid por completo de
células Namalwa (datos no mostrados). En conclusién, solo el conjugado con el enlazador
de disulfuro mostré una habilidad para eliminar células espectadoras in vivo.

Se determin6 también el efecto de expectativa in vivo de huC242-DMI y huC242-
SMCC-DM!I en el modelo de xenoinjerto de cancer de colon humano HT-29 en ratones
SCID. Tumores HT-29 son ejemplos de casos especiales de tumores "mezclados” que se
generan de manera espontanea a partir de una sola linea celular aunque son heterogéneos
con respecto a la expresion de antigeno. Las células HT-29 expresan el objetivo de
anticuerpo huC242, CanAg, solamente en una minoria de las células (20-40%) in vitro

(Figura 2) o en tumores de xenoinjerto {Liu, C, et al., Proc Natl Acad Sci U S A ;93, 8618-23
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(1996)). Los ratones que tienen tumores HT-29 establecidos (aproximadamente 130 mm®)
fueron tratados con huC242-DMi o con huC242-SMCC-DM 1 en varias dosis (25 pg/kg, 75
ug/kg, o 100 pg/kg de DMI enlazado, gd x 5), y se monitoreé el crecimiento del tumor. En
tanto que el conjugado huC242-DMI enlazado con disulfuro indujo marcados retrasos de
crecimiento del tumor en cada dosis (5-25 dias dependiendo de la dosis, Figura 6A), el
conjugado huC242-SMCC-DMI produjo tan solo efectos anti-tumorales marginales (2.5-3.5
dias de retraso de crecimiento, Figura 6B). Considerados en conjunto, estos datos
proporcionan evidencia de que el conjugado huC242-SMCC-DMI que contiene un enlazador
sin disulfuro es eficaz solamente contra tumores en las cuales todas las células
proliferantes expresan el antigeno de objetivo. En contraste, el efecto de expectativa
asociado con el conjugado que contiene disulfuro hace a este conjugado efectivo contra
tumores en los cuales solamente una fraccion de las células expresan el objetivo CanAg

target.

Ejemplo 2 — Activacién Intracelular de Conjugados Anticuerpo-Maitansinoide

Abreviaturas
BafAl, Bafilomicina Al
BSA, albumina de suero bovino
FACS, clasificador celular activado por fluorescencia
HPLC, cromatografia liquida de alta presion
MTT, 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan
NEM; N-etilmaleimida
SPDB, JV-succinimidil 4-(2-piridilditio)butirato
SMCC, iV-succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexan-1-carboxilato
DMI, JV? -deacetil-iV>-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina
DM4, iV2-deacetyl-N2-(4-mercapto-4-metil-l-oxopentil)-maitansina
DMI-SMe, N?*-deacetil-N?-[(3-metilditio)-I-oxopropil]-maitansina

DTT, ditiotreitol

Materiales y Métodos

J RPMI 1640 y glutamina fueron adquiridos con Cambrex Bioscience. El fluido de
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escintilacion Ultima Flo™ M fue de PerkinElmer life and analytical sciences. El sulfato de
gentamicina fue de Gibco BRL. iV-etiimaleimida (NEM) y todos los demas productos
quimicos se obtuvieron de Sigma. Los anticuerpos AU utilizados, huC242, Tras, y huB4 son
anticuerpos 1gG! humanizados. Los maitansinoides [H]DM4, D-[*HIDM4, S-metil-DM4,
lisina-N8-SMCC-DM|, y lisina-7V*-SPDB-DM4, y los conjugados, huC242-SPDB-[*H]DM4;
huC242-SMCC-[’H]DM4, Tras-SMCC-[’H]DM4, y huB4-SPDB-[’H]DM4, se prepararon
siguiendo los procedimientos publicados {Chari, R. V., et al., Cancer Res, 52, 127-131
(1992) y Xie, H., et al., J Pharmacology and Experimental Therapeutics, 308, 1073-1082

(2004)}.

Tratamiento de células COLO 205 con conjugados anticuerpo-farmaco

Celulas COLO 205 (6 x 10°) suspendidas en 3 mL de medio de cultivo que contiene
un conjugado anticuerpo-farmaco a una concentracién de 10’M de anticuerpo conjugado
fueron incubadas a 37°C durante 3-30 h. Las células y el medio fueron separados después
mediante centrifugacion (2000 x g, 5 min). El sobrenadante (3 mL) fue enfriado sobre hielo,
mezclado con 4 mL de acetona enfriada con hielo, y mantenido a -80°C durante por lo
menos 1 h o hasta procesamiento adicional. Las células fueron suspendidas en 3 mL de
regulador de pH HBBS y sedimentadas mediante centrifugacion, suspendidas de nuevo
posteriormente en 0.3 mL de TBS que contiene 0.5% BSA. En este punto, si se deseo la
alquilatacién para bloquear en el extreme los tioles libres, se agregé NEM hasta 7.5 mM, la
soluciobn mezclada y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
suspension celular fue mezclada después con 0.6 mL de acetona enfriada con hielo. Las
muestras fueron colocadas en -80°C durante por lo menos 1 h o hasta procesamiento
adicional. Las muestras de medio tratadas con acetona fueron retiradas a partir de -80°C.
La proteina precipitada fue removida mediante centrifugaciébn a 2500 x g y los
sobrenadantes fueron acidificados con acido acético al 5% y evaporados hasta sequedad.
Las muestras fueron disueltas en 12 mL de CH;CN acuoso al 20% que contiene 0.025%

TFA, alicuotas de 0.1 mL fueron sometidas a HPLC.

Estudios in vivo

La actividad anti-tumoral de los conjugados fue determinada en ratones SCID
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hembra CB-17 (Taconic Labs, Germantown, NY) que tienen el tumor HT-29 como se
describio de formas previa {Liu, Cs et al. Proc Natl Acad Sci U S A, 93, 8618-23 (1996)}. Los

conjugados fueron aDM1nistrados por via intravenosa a grupos de 6 ratones.

Estudios de ciclo celular

Las células COLO 205 de crecimiento exponencial fueron suspendidas nuevamente
a 1-2 x 10° células/mL antes del tratamiento con farmaco o conjugado. Los nlcleos de las
células fueron tefiidos con yoduro de propidio como se describié con anterioridad {Firpo,
E.J., et al, Mol Cell Biol, 14, 4889- 901 (1994)}. Se ejecutd el analisis de contenidos de ADN
usando FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA). Se recolectaron 10,000 eventos
por muestra y se generaron histogramas FL2-A para cada muestra. Se utiliza el software de
analisis de ciclo celular, ModFit LT 3.1 (Verity Software House, Topsham, ME) para

determinar el porcentaje de células en diferentes fases del ciclo celular.

Métodos Analiticos

Todos los maitansinoides fueron separados en una columna analitica C-18 (0.46 x
25 cm) equilibrada con CH;CN acuosos al 20% que contiene 0.025% acido trifluoroacético
(TFA) y desarrollado con un gradiente lineal de 2% CH,;CN min™' y una velocidad de flujo de
1 mL min". El efluente fue dirigido a un detector de disposicién de diodo seguido por un B-
contador Radiomatic 150 (Perkin Elmer) en donde el efluente fue mezclado de manera
continua con 3 mL de cocktail de escintilacion antes de que fuera dirigido hasta una celda
de flujo 0.5 mL o un espectrometro de masa de electroaspersion Bruker Daltonics Esquire
3000 en la aplicaciéon. El intervalo de muestreo de datos fue 6 s. Las areas pico de los
cromatogramas fueron convertidas a picomols como sigue: Se prepard una curva estandar
para relacionar el pico de radioactividad (mV?) en los cromatogramas a los conteos por
minuto (cpm) de tritio mediante inyeccién de 1000 cpm hasta 50,000 cpm de una solucién
concentrada de [*H]DM4 (250 mCi/mmol) diluida en CH;CN acuoso al 20% que contiene
0.025% TFA. Duplicados de cada muestras fueron sometidos a HPLC como se describid

antes.

Resultados
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Potencia in vitro y actividad in vivo de conjugados huC242-maitansinoide

El conjugado de anticuerpo-maitansinoide disulfuro-eniazado, huC242-SPDB-DM4,
y el conjugado tioéter-eniazado, huC242-SMCC-DM|, fueron probados primero para su
potencia citotoxica contra células COLO 205 antigeno-positivas y células Namalwa
antigeno-negativas (ambas sensibles a maitansina con valores ICs, de aproximadamente
30-60 pM para ambas lineas celulares) utilizando una prueba en base a MTT. Los
conjugados desplegaron potencias similares con valores 1Cs; de 40 pM contra células
COLO 205 y 20-80 nM contra células Namalwa en una exposicién de 4 dias de las células a
los conjugados (Figura 7A). La actividad anti-tumoral de los dos conjugados fue
determinada en ratones SCID que tienen tumores HT-29 o COLO 205 subcutaneos (ambos
adenocarcinoma de colon humano CanAg-positivo). La actividad de huC242-SPDB-DM4 en
una dosis Unica de 50 pg /kg (concentracion en base a DM4 conjugado) en la erradicacion
de tumores HT-29 fue mayor que aquelila de huC242-SMCC-DMI cuando se aDM1nistrd
como cinco inyecciones diarias a una dosis de 150 ug/kg /dia (Figura 7B). HuC242-SPDB-
DM4 también exhibié mayor actividad que huC242-SMCC-DMI cuando ambos fueron
aDM1nistrados como cinco inyecciones diariamente a una dosis de 150 pg/kg/dia en
ratones SCID que tienen tumores COLO 205 (cinco de cinco ratones libres de tumor en 122
dias en comparacion con dos de cinco ratones libres de tumor en 122 dias — datos no
mostrados). Estos resultados demuestran que en tanto que ambos conjugados exhiben
citotoxicidad similar in vitro, su eficacia contra tumores in vivo difiere de manera

significativa.

Efecto de inhibidores lisosomales sobre la suspension de ciclo celular inducida por
conjugados huC242-maitansinoide.

Los maitansinoides inhiben la polimerizacion de tubulina lo que conduce a la
suspension del ciclo celular en la fase G,M {Issell B.F., et al Cancer Treat Rev, 5, 199-207
(1978)}, por lo tanto, ambos conjugados fueron revisados para esté actividad. Las muestras
de células con crecimiento asincrono fueron expuestas al conjugado (3 nM), o DMI-SMe (10
nM ver Figura 16 para la estructura), o nocodazol (0.66 pM) otro inhibidor de polimerizacion

de microtubulo, a 37°C durante 20 h y después se analizd del contenidos de ADN de las
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células mediante citometria de flujo. En cultivos tratados con nocodazol o DMI-SMe, mas
del 50% de las células fueron detenidas en la fase G,/M (Figura 7C, primera columna), en
comparacion con tan solo el 10% de células COLO 205 no tratadas (de manera comun
aproximadamente 60% en G, y 30% en S). En muestra tratadas con cualquiera de los dos
conjugados, aproximadamente 70-80% de las células fueron detenidas en la fase G,/M,
indicando que los efectos del ciclo celular de los conjugados de maitansinoide conjugados
son similares a aquellos de los maitansinoides libres (Figura 7C). No se indujo suspension
de ciclo celular por medio de los conjugados en células que carecen del antigeno de
objetivo (datos no mostrados).

Para probar si la aDM1ssion y procesamiento de los conjugados a través de
lisosomas fue necesaria para su actividad contra células cancerigenas, se examind la
suspension G,/M inducida por conjugados en presencia de Bafilomycin Al, un inhibidor
lisosomal. BafAl inhibe de manera selectiva V-ATPase, una bomba de protén que esta
presente en endosomas y lisosomas, lo cual conduce a la neutralizaciéon del pH en estas
vesiculas {Drose, S., et al, J Exp Biol, 200, 1-8 (1997); Bowman, EJ., et al, Proc Natl Acad
Sci U S A, 85, 7972-76 (1988)}. La neutralizacion del pH bloquea el trafico desde los
endosomas finales a los lisosomas y el procesamiento lisosomal, afecta aunque de manera
modesta la velocidad de internalizacién y el reciclado, y no inhibe el trafico entre los
endosomas y trans-Golgi {van Weert, A. W, et al, J Cell Biol, 130, 821-34 (1995), Oda, K.,
et al, Biochem Biophys Res Commun, 178, 369-77 (1991), Zetser, A, et al, J Cell Sci, 117,
2249-58 (2004)}. Se encontrd también que la velocidad de internalizaciéon de un huC242
modificado por fluorescencia no fue afectada por BafAl (datos no mostrados). El tratamiento
de células COLO 205 con BafAl solamente no alteré de manera significativa la distribucién
de células entre las fases del ciclo celular (Figura 7C). Sin embargo, en presencia de BafAl,
la suspension G,/M inducida por huC242-SMCC-DMI o por huC242-SPDB-DM4 fue
eliminada casi por completo (6-9% en G,M, Figura 7C). En contraste, el tratamiento BafAl
tuvo un efecto modesto sobre la extension de la suspension G,ZM ocasionada por el
maitansinoide libre, DMI-SMe o por nocodazol (37%-39% en G2/M, Fig. 7C). También se
encontraron resultados similares cuando se utilizo cloroquina, otro inhibidor lisosomal que
neutraliza el pH a través de un mecanismo diferente {Zetser A., et al, J Cell Sci., 117, 2249-

58 (2004) y Homewood, C.A., et al, Nature, 235, 50- 52 (1972)}. (Figura 8). Estos hallazgos
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fueron la primera indicacién de la importancia del procesamiento lisosomal en la activaciéon

tanto de huC242-SMCC-DMI como de C242-SPDB-DM4.

Aislamiento de metabolitos maitansinoides a partir de conjugados huC242-
maitansinoide.

Para examinar el destino del farmaco maitansinoide a la incubacion de las células
de objetivo con un conjugado anticuerpo-maitansinoide, se prepararon conjugados con
maitansinoides que fueron [*H]-etiquetados en el grupo metoxi C-20 (ver Figura 16).
Conjugados maitansionoides radioetiquetados, huC242-SPDB-[°H]DM4 (250 mCi/mmol) y
huC242-SMCC-[PHIDMI (214 mCi/mmol), exhibieron citotoxicidades in vitro similares a
muestras de conjugado no-radioetiquetado (datos no mostrados). Cultivos de células
COLO 205 de 2 x 10° fueron expuestos a conjugados 107 M [’H]-etiquetados durante
periodos de 5, 9, y 26 h, separados en fracciones de célula y medio acondicionado, y cada
muestra fue extraida con acetona. Las células tratadas bajo estas condiciones
permanecieron viable con membranas de plasma intactas durante por lo menos las
primeras 26 h de exposicion como se determind mediante tincion de azul Trypan (datos no
mostrados). Los extractos de acetona fueron analizados para los metabolitos [*H]-
etiquetados mediante HPLC de fase inversa. Los cromatogramas exhiben sefiales de la
cantidad de radioactividad en las muestras extraidas de acetona desde las células tratadas
huC242-SMCC-[H]DM! tioéter-enlazadas (Figura 9A). Se preparé un control a partir de un
extracto de acetona del conjugado usado en el experimento a fin de identificar las especies
de maitansinoide libres presentes en la muestra huC242-SMCC-[’H]DMI antes de la
exposicion a las células (Figura 9 A; g). Dos nuevos picos de radioactividad parcialmente
separados con tiempos de retencion de aproximadamente 18.7 minutos y 19.2 minutos,
respectivamente fueron identificados en extractos a partir de pellas de celulas. Estos
metabolitos son facilmente detectables después de una exposicion de 5-horas, e
incrementa por medio de 9 y 26 h (Figura 9A; a, c, e). Estos mismos metabolitos también
fueron detectables en el medio de cultivo aunque no hasta el punto de tiempo de 9-h, y
después fueron facilmente detectables en la muestra de 26-h. En experimentos separados,
los dos metabolitos fueron aislados y encontrados mediante espectrometria de masa para

ser los dos isémeros de lisina N®-SMCC-[*H] DM1 (configuraciéon R o S en el carbono del
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enlace tioéter formado en la reaccidon de conjugacion; ambos picos M+ = 1103.5; M+Na =
1125.5).

Los resultados a partir de un experimento analogo con el conjugado huC242- SPDB-
[*H]DM4 disulfuro-enlazado se muestran también en la Figura 9B. Se observaron tres picos
de radioactividad distintos con tiempos de retenciéon de 20.5, 26.5, y 27 minutos en los
cromatogramas derivados a partir de las pellas celulares tratadas con huC242-SPDB-
[PHIDM4 durante 5 y 9 h (Figura 9B; a, ¢). las células tratadas durante 26 h produjeron por
mucho un pico con un tiempo de retencion de 27 minutos (Figura 9B; e), indicando que los
metabolitos que se eluyen a 20.5 y 26.5 minutos han sido convertidos para el metabolito
eluyendo a 27 minutos o no estuvieron presentes en las células. El pico a 26.5 minutos tuvo
el mismo tiempo de retencion que DM4. Para estudiar adicionalmente este metabolito y
para determinar si cualquiera de los otros metabolitos contenia un grupo sulfhidrilo libre, un
extracto de acetona a partir de una exposicion de 9-horas fue tratado con N-etil-maleimida
(NEM) y después sometido a HPLC (Figura 2B; g). Después de la alquilatacion, el pico a
26.5 minutos, observado en las muestras de 5-h y 9-h, fue reemplazado con un nuevo pico
a 25 minutos. Este nuevo pico co-eluye con un estandar del producto de reaccion DM4-
NEM purificado (datos no mostrados), sugiriendo que el metabolito en 26.5 minutos es de
hecho DM4.

Los cromatogramas correspondientes asociados con los medios acondicionados a
partir de las células tratadas se exhibe en la Figura 9B (b, d y f). Después de una
exposicién de 5 h, ningun metabolito pudo ser detectado — los picos presentes estan
disponibles también en el cromatograma de control del extracto de acetona de la muestra
de conjugado (Figura 9B; h). Sin embargo, después de 9 h de exposicion, el metabolito
desconocido con un tiempo de retencion de 20.5 minutos que se observd en las células
después de 5 h puede ser detectado en el medio y, después de 26 h, estuvieron presentes
dos metabolitos adicionales con tiempos de retencion de 18.5 minutos y 27 minutos. Se
encontré que el unico metabolito en el medio que eluye a 18.5 minutos posee el mismo
tiempo de retencion que el disulfuro mezclado entre DM4 y cisteina (S'-cisteinil-DM4, datos
no mostrados). El medio RPMI 1640 contiene 0.21 mM cistina, y experimentos separados
han demostrado que DM4 bajo estas condiciones reacciona con rapidez (t,, < 1 hora) para

formar S-cisteinil-DM4 a través de reaccion de intercambio de disulfuro de tiol (datos no
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mostrados). Por tanto, se esperaria que el compuesto de disulfuro S-cisteinil-DM4 se forme
en el medio si el DM4 observado en la pella celular sale de las células. Para probar de
manera adicional si cualquiera de los metabolitos en los medios fue un compuesto de
disulfuro, una muestra de sobrenadante celular a partir de una exposicion de 26-hour fue
dividido en dos porciones iguales de las cuales una fue sometida directamente a
cromatografia, y la otra porcién fue tratada con DTT y selenol antes de la cromatografia
para reducir todos los enlaces disulfuro (18). Después de la reduccién, todos los picos de
radioactividad en los cromatogramas desaparecieron excepto el pico que eluye a 27
minutos y aparecié un nuevo pico individual con un tiempo de retenciéon de 26.5 minutos, el
cual es aquel de DM4 (Figura 10). Por lo tanto, los metabolitos que eluyen a 18.5 minutos y
20.5 minutos, aunque no el metabolito a 27 minutos, son especies DM4 que contienen un
sustituyente disulfuro enlazado. En experimentos separados, se encontré que los
metabolitos desconocidos que eluyen a 20.5 y 27 minutos tienen una masa consistente con
lisina-JV*-SPDB-DM4 (M+Na = 1048.4) y S-metil-DM4 (M+Na = 816.4/ M+K = 832.5),
respectivamente.

En los experimentos anteriores, 2 x 10° de células COLO 205 fueron incubadas en 3
mL de medio que contiene 10”7 M de conjugado. A partir de esta gran cantidad de
conjugado, se recuperdé menos del 20% del maitansinoide conjugado-enlazado en los
metabolitos maitansinoides identificados después de la incubacion con las células durante
26 horas (linea punteada en la Figura 11A; c representas nivel del 20%). En un experimento
separado después del destino de huC242-SPDB-[’H]DM4 que fue enlazado a las células a
4°C, se mantuvo dentro de un periodo de 22 h a 37°C, 73% del conjugadc DM4 enlazado a
células COLO 205 fue convertido en los cuatro metabolitos maitansinoides, DM4, S-
cisteinil-DM4, lisina-ivV>-SPDB-DM4, y S-metil-DM4 (Figura 12). Se considera que estos
metabolitos representan la mayoria de (sino es que a todos) los metabolitos formados en el
proceso de activacion celular. Ademas, la produccion de estos metabolitos maitansinoides
no se observd cuando las células COLO 205 fueron incubadas con conjugados de
maitansinoide disulfuro-enlazados o SMCC-enlazados que no enlaza antigenos de

objetivos en esas células (Figura 13).

La cinética para la acumulacion de metabolitos y suspension de ciclo celular
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Las areas pico de radioactividad asociadas con los metabolitos generados a partir
de huC242-SMCC-[PH]DMI y a partir de huC242-SPDB-["HIDM4 (Fig. 9) fueron
determinados y convertidos a pmol de maitansinoide como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la Figura 11A como acumulacion de
los metabolitos maitansinoides durante el tiempo a partir de la adicién de los conjugados a
las células (T = 0). El panel (a) muestra la acumulacién de lisina-N®-SMCC-DM1, el
metabolito individual a partir de huC242-SMCC-[*H]DMI, en la pella celular y en el medio. La
concentracion del metabolito en las células alcanza un estado estable después de 9 h de
incubacion, el cual se puede deber a la saturacion de un sitio de enlace intracelutar. Este
metabolito maitansinoide empieza a aparecer en el medio a las 9 h, sugiriendo el eflujo
eficiente de las especies lisina-N*-SMCC-DMI cargadas a través de la membrana del
plasma. La Figura 11A (b) muestra la acumulacion de los tres metabolitos estables
generados a partir de huC242-SPDB- [°H] DM4, en la pella celular y en el medio. La
cantidad intracelular del compuesto de disulfuro, lisina-N°-SPDB-DM4, declina durante el
periodo observado de 26h, presumiblemente a través de la separacion de disulfuro para
DM4 en el ambiente de reduccion intracelular, seguido por la conversion subsecuente del
tiol libre resultante, DM4, para el derivado estable 5'-metil-DM4. Se observo muy poco, si lo
hay, DM4 dentro de las células después de 9 h de incubacion, indicando la rapida
metilacién probablemente catalizada por una metil transferasa. La acumulacién intracelular
total de metabolitos alcanza un estado estable después de 9 h de exposicién a cualquier
conjugado y los niveles de metabolitos en el estado estable son aproximadamente los
mismos para ambos conjugados (Figura 11A) sugiriendo que los conjugados comparten la
misma etapa de limitacion de velocidad con respecto a la produccion de los metabolitos y
que estos metabolitos se enlazan iguaimente al mismo objetivo intracelular.

Ya que solo aproximadamente se requieren 9 h para la acumulacion intracelular de
los metabolitos para que alcancen el nivel de estado estable, se condujo un experimento
para determinar si la suspension G/M inducida por cualquier conjugado puede ocurrir
dentro de esta estructura de tiempo. Las células COLO 205 fueron sincronizadas primero
con un tratamiento de 24-hr de afidicolina, un inhibidor de reproduccién AND invertible que
bloque las células en la fase S (lkegami S. et at, Nature, 275, 458- 460 ((1978)). Ya que la

mayoria de la poblacién asincrona de células COLO 205 estaban en la fase G;, la mayor
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parte de las células tratadas con afidicolina suspendidas al inicio de la fase A, que no
pueden distinguirse de la fase G, en el andlisis FACS (Figura 11B, imagen superior). Las
células sincronizadas fueron liberadas después a partir de la suspensién mediante la
remocidn de afidicolina, y tratadas o sin tratar, o tratadas con DMI-SMe o con cualquier
conjugado. Las células no tratadas contintlan de inmediato con la sintesis de ADN, y la
mayoria esta en la fase G,/M (59%) después de 5 h (Figura 11B), y ha experimentado
mitosis a las 10 h y estan en la fase G, (76%). En contraste, la mayoria de las células
tratadas con DMI-SMe o cualquier conjugado estan en la fase G,/M (75% hasta 85%)
después de 10 h y después de 18 h, indicando que cantidades suficientes de especies de
farmaco activo se han acumulado de manera intracelular para inducir la suspensién mitotica
cuando las células liberadas con afidicolina alcanzan la mitosis. Por lo tanto, las células
COLO 205 requieren tan solo de 5 h, aunque no mas de 10 h para producir suficientes
metabolitos de farmaco activo para ocasionar la suspensiéon del ciclo celular. Por tanto, la
cinética de la suspension de fase G,/M inducida por estos conjugados se correlaciona con
el tiempo requerido para alcanzar el nivel de estado estable de la acumulacidn intracelular

de los metabolitos de farmaco.

Actividad de metabolitos maitansinoides

Los dos principales metabolitos, S'-metil-DM4 y lisina-N>-SMCC-DMI, fueron
sintetizados y probados para su citotoxicidad in vitro contra células COLO 205 y células
Namalwa. 5'-metil-DM4 fue altamente citotéxico con un valor ICs; de 2 Pm contra ambas
lineas celulares, en tanto que lisina-N®>-SMCC-DM! fue aproximadamente 10°-veces menos
potente contra ambas lineas celulares con un valor [Csy de 0.1 uM (datos no mostrados).
Esta diferencia fue explicada por el diferente estatus de carga de los compuestos. Se
espera que los derivados de lisina cargados penetren las membranas celulares de manera
muy ineficiente de modo que son necesarias concentraciones externas elevadas para
alcanzar las concentraciones téxicas requeridas, en tanto que la penetracién de las
membranas celulares es eficiente para el compuesto S'-metil-DM4 lipofilico neutro.

La acumulacién del metabolito lisina-N®-SMCC-DM 1 a partir del conjugado no
separable es coincidente con la formacién observada del potente S-metil-DM4, DM4, y

lisina-N°-SPDB-DM4 a partir del conjugado separable. Esto sugiere que el metabolito lisina-
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N.-SMCC-DM1 es tan potente como los metabolitos a partir del conjugado separable
cuando se suministra de manera intracelular y que todos los metabolitos maitansinoides
son activos cuando se producen en la célula. La suspension de ciclo celular de los
conjugados separables y no separables fue eliminada en presencia del inhibidor lisosomal
BafAl (Figura 7C). Si el metabolito lisina-N.-SMCC-DMI y los demas metabolitos
observados a partir de células de suspension de conjugado separable, BafAl evitara su
formacion. Para investigar esta posibilidad, las células COLO 205 fueron incubadas a 37°C
durante 22 h con conjugado 107 M huC242-SMCC-[°H]DMI o huC242-SPDB- [*HIDM4 en
presencia o en ausencia de 300 nM BafAl. BafAl aboli6 la formacién tanto de lisina-N°-
SMCC-DMI a partir del conjugado de tioéter, y 5-metil-DM4 a partir del conjugado disulfuro
enlazado (Figura 14A). Ademas, no se detectaron metabolitos en el medio de las células
tratadas con conjugado en presencia de BafAl (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que los metabolitos de lisina son toxicos cuando son suministrados de manera
intracelular y que el procesamiento lisosomal es necesario para la produccién de todos los
metabolitos observados.

La velocidad de liberacion de maitansinoides totales es aproximadamente constante
durante 20 h, aunque unos cuantos metabolitos son observados en el medio hasta después
de 9 h para cuyo tiempo la cantidad maxima de metabolitos en la célula ha sido alcanzada
(Figura 11A ,c). Esto sugiere que el enlace de metabolitos al objetivo intracelular afecta la
velocidad del eflujo, y que derivados menos toxicos de DM4 pueden efluir en momentos
iniciales si la toxicidad disminuida se debe a una menor afinidad de enlace para el objetivo
intracelular. Para investigar esta posibilidad, se estudidé el procesamiento celular de un
conjugado preparado a partir de un isémero 50-veces menos potente (datos no mostrados)
de DM4, D-[°’H]DM4. DM4 tiene el grupo L-N-metil-alanyl natural en la cadena lateral, en
tanto que D-DM4 tiene su isdbmero D-N-metil-alanilo. Los conjugados HuC242 preparados
con el D-isdbmero de DM4 fueron por lo menos 700-veces menos toxicos para las células
COLO 205 que el conjugado de L-isdmero correspondiente (datos no mostrados). Las
muestras de 2 x 10° ‘células COLO 205 fueron expuestas a conjugade 107 M huC242-
SPDB-D-["HIDM4 y 107 M huC242-SPDB-[°*H]DM4 como un control a 37°C durante varios
periodos y analizados mediante HPLC de fase inversa (Figura15). Casi no se observaron

metabolitos en las células tratadas con huC242-SPDB-D-[’H]DM4 incluso después de 30 h,
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en tanto que se observdé un metabolito desconocido con un tiempo de retencion de 22
minutos en el medio después de tan sélo 5 h de incubacion y se incrementa de manera
estable después de 9, 22, y 30 h de exposicion. La identidad del desconocido fue
confirmada como lisina-N*-SPDB-D-DM4 por medio de analisis MS (M+Na = 1048.5).

La cantidad del metabolito lisina- N*-SPDB-D-DM4 después de 30 h fue similar a la
suma de todos los metabolitos a partir de las células de control tratadas con huC242-SPDB-
PHIDM4 después de 30 h (Figura 14B), sugiriendo que los dos conjugados con los
isomeros D y L de DM4 son internalizados y procesados para sus respectivos aductos
lisina-DM4 a velocidades similares. La explicacion de la falta de una acumulacién
apreciable de D-DM4, 5-cisteinil-D-DM4 y S-metil-D-DM4 a partir del conjugado con el
isomero D de DM4 se puede dar por el escaso enlace intracelular y el rapido eflujo de

lisina-N*-SPDB-D-DM4.

Ejemplo 3

Sintesis de algunos tiometil maitansinoides (Figura 17)

N?.deacetil-N?-(3-metiltio-1-oxopropil)-maitansina (S-Metil-DM1, DM1Me): A
una solucién de N’-deacetil-N-%(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DMI, 30 mg, 0.041
mmol) en dimetilacetamida (0.25 mL) se agregé una solucion de yodometano (5.8 mg,
0.041 mmol) en 0.2 mL de dimetilacetamida bajo una atmoésfera de argén, con agitacion
magnética. Se agregoé después diisopropiletilamina (5.0 mg, 0.041 mmol) y la reaccién se
agité durante 3 horas. La purificacion mediante cromatografia liquida de alta presion
utilizando una columna de fase inversa C18 y un gradiente de agua desionizada y
acetonitrilo produjo 20 mg (65% de rendimiento) del producto deseado DMIMe. Espectro de
masa: encontrado 774.5 (M +Na*), calculado 774.3 (M + Na*); '"H NMR (CDCl;) & 0.84 (3H,
s), 1.33 (3H, d, J= 5 Hz), 1.35 (3H, d, J=5 Hz), 1.60 (3H, s), 1.68 (3H;s s), 2.05 (3H, s) 2.22
(IH, dd, J=3 Hz, 14 Hz, 2.60-2.82 (2H, m), 2.88 (3H, s), 3.08-3.20 (2H; m), 3.25 (3H, s), 3.39
(3H, s), 3.55 (IH, d, J=9 Hz), 3.71 (IH, d, J=12 Hz), 4.02 (3Hs s), 4.32 (IH, t, J=I10 Hz), 4.81
(IH, dd, J=3 Hz, 12 Hz), 5.45 (IH, q, J=7 Hz), 5.67 (IH; ddJ=9 Hz, 15 Hz), 6.25 (IH, s), 6.47
(IH, dd, J=1 1 Hz; 15 Hz), 6.70 (IH3 d, J=1.5 Hz), 6.75 (IH, d, J=I 1 Hz), 6.86 (IH; d3 J=1.5 Hz).
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N?-deaceti-N”-(4-metiltio-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (S-Metil-DM4,
DM4Me): A una solucién de NZ-deacetil-N*-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina
(DM4, 12 mg, 0.015 mmol) en dimetilacetamida (0.1 mL) se agregé una solucién de
yodometano (2.2 mg, 0.015 mmol) en dimetilacetamida (0.04 mL) bajo una atmoésfera de
argon, con agitacion magnética. Se agrego después diisopropiletil amina (2.0 mg, 0.015
mmol) y la reaccién fue agitada durante 3 horas. El producto deseado se aislé mediante
cromatografia liquida a alta presion de fase inversa utilizando una columna C18 y un
gradiente de agua desionizada y acetonitrilo (7 mg, 57 % rendimiento). Espectro de masa:
Encontrado 816.4 (M + Na*) Calculado 816.3 (M + Na*); '"H NMR (CDCl;) & 0.798 (3H, s),
1.219 (3H, d, J = 15.6 Hz), 1.294 (6H, d, J = 6.4Hz), 1.331 (3H; d, J = 15.6 Hz), 1.470 (2H;
m), 1.639 (3Hs s), 1.76 (3H, s), 1.805-1.966 (2Hs m), 1.826 (IH, dds J = 19.2, 7.2 Hz), 2.179
(IHs dd, J = 17.6, 11.2 Hz), 2.595 (2Hs m), 2.877 (3H, s), 3.035 (IH, d5s J = 10 Hz)5 3.113 (IH,
d, J = 12.4 Hz), 3.234 (3H; s), 3.353 (3H, s), 3.500 (IHs d, J = 8.8 Hz), 3.634 (IH, d, J = 12.8
Hz), 3.819 (IH, d, J = 1.6 Hz), 3.983 (3Hs s), 4.273 (IHs 1), 4.787 (IHs dds J - 15.2, 8.8 Hz),
5.414 (IH, q, J = 6.8 Hz); 5.682 (IH, dd, J = 24.4, 6 Hz), 6.214 (IH, s), 6.424 (IH, dd, J = 26.4

and 4 Hz), 6.649 (IH, d, J = 1.6 Hz), 6.731 (IH, d, J = 11.2 Hz).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para eliminar una poblacion celular heterogénea o mezclada AB, en
donde A representa una poblacion celular que expresa de manera selectiva un ligando y B
representa una célula que carece del ligando expresado en A, el método que comprende:

a. dirigir un conjugado de agente de enlace celular-farmaco a la poblacién celular
seleccionada A, caracterizado porque uno o mas farmacos son enlazados de manera
covalente al agente de enlace celular via un enlazador que comprende un enlace disulfuro y
el agente de enlace celular enlaza al ligando en la poblacion celular A;

b. internalizar el conjugado de agente de enlace celular-farmaco en las células que
comprenden la poblacién celular A,

c. separar el farmaco desde el conjugado de manera que el farmaco experimenta
una etapa de alquilatacion antes de eliminar las células en la poblacion celular A; y

d. liberar el farmaco alquilatado desde la poblacidén celular A a fin de inducir la
eliminacion de células en la poblacién celular B,

eliminando de esta manera la poblacidn celular heterogénea.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
enlazador es separado a través de intercambio de disulfuro, en pH acido, mediante luz o
mediante peptidasas.

3. El método de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el
farmaco es por lo menos un maitansinoide, taxano o un CCI 065, o un analogo del mismo.

4. El método de conformidad con la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el
enlazador tiene un grupo alquilo en un atomo de carbono adyacente al enlace disulfuro
dentro del enlazador.

5. El método de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado porque el grupo
alquilo esta en el lado del farmaco del conjugado.

6. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porgque la etapa
de alquilatacion celular resulta en metilacion del farmaco libre.

7. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
farmaco es por lo menos un maitansinoide.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque el

(5
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enlazador estd en cualquiera de los grupos C-3 hidroxilo, C- 14 hidroximetilo, C- 15
hidroxilo o C-20 desmetilo de dicho por lo menos un maitansinoide.

9. El método de conformidad con la reivindicaciéon 7, caracterizado porque dicho por
lo menos un maitansinoide es un éster of maitansinol que contiene N-metil-alanina.

10. El método de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-cisteina.

11. El método de conformidad con ia reivindicacién 7, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la férmula (lI-L), (II-D) o (1I-D,L):

0 O
0O " , ,
') ' O O
L D D.L
en donde:

Y, representa

(CR7Rg)1(CRy=CR()p(C=C)qAc(CRsR6)mDu(CR11=CR;){(C-=C)sB{(CR3R4):\CRR:S-, en
donde:

R; a Ry2 son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tienen
1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas, R; to Ry, puede ser H;

A, B, y D, cada uno de manera independiente es alquilo ciclico o alquenilo ciclico
que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo;

ILm, n o p qrs,tyusoncada uno de manera independiente 0 o un enterode 1 a
5, a condicidon de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, 1, s, t y U no sean cero; y

May representa un maitansinoide que tiene una cadena lateral en C-3 hidroxilo, C-
14 hidroximetilo, C-15 hidroxilo o C-20 desmetilo.

12. El método de conformidad con la reivindicacién 11, caracterizado porque R, es

metilo y R, es H 0 R, y R, son metilo.

(1
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13. El método de conformidad con la reivindicaciéon 11, caracterizado porque R, es
metilo, R, es H, Rs, Rs, Ry y Rg son cada uno H, 1 y m son cada uno 1, y n es 0; o en donde
R,y R; son metilo, Rs, Rs, R;, Rgson cadaunoH,lymson1,ynesO.

14. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la formula (II-L), (I1-D), o (II-D,L):

MG H O ;\H O Hy H
/ g le / N/LY1 / PJI\Y-'
ey N/( ' My % ey
O o l O ‘
L D DL
m
en donde:

Y, representa (CR7Rg)i(CR5Rg)a(CR3R4),CR4R;S-5 en donde:

Ry a Rg son cada uno de manera independiente, alquilo o alquenilo lineal que tiene 1
hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 a 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas R; to Rg puede ser H;

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

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

15. El método de conformidad con la reivindicaciéon 14, caracterizado porque R, es
metiloy R; y H 0 Ry y R, son metilo.

16. El método de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizado porque R, es
metilo, R, es H, Rs, Rg, Ry y Rg son cada uno M, | y m son cada uno 1, y n es 0; o en donde
R: y Rz son metilo, Rs, R, R;, Rg soncadaunoH,lymson 1, ynesO.

17. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la formula 41"
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en donde:

Y, representa

(CR/Rg)(CRy=CR10)p(C:C)qAs(CRsRe)mDy(CR11=CR2)(C:C)sBy(CR3R4)nCR{R,S-, en
donde:

R, to Ri2 son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tienen
1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene 3 hasta 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas, R; to Ry, puede ser H;

A, B, y D, cada uno de manera independiente es alquilo ciclico o alquenilo ciclico
que tiene 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo;

ILm, n, o, p q,r s tyuson cada uno de manera independiente O o un entero de 1
hasta 5, a condicién de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, r, 8, t y u no sean cero.

18. El método de conformidad con la reivindicaciéon 17, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H o Ry y R, son metilo.

19. El método de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizado porque R, es
metilo, R, es H, Rs, R, R; y Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; 0 en donde
R, y R; son metilo, Rs, Rg, R;, Rg son cadaunoH,lymson1,ynesO.

20. El método de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la férmula 4,:

AL,
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en donde:

Y, representa (CR;Rg)i(CRsRs)M(CR3R4).CR1R,S-5 en donde:

R, a Rg son cada uno de manera independiente, alquilo o alquenilo lineal que tiene
de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3
hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas R, to R puede serH; y

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

21. El método de conformidad con la reivindicacién 20, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H o Ry y R, son metilo.

22. El método de conformidad con la reivindicacién 20, caracterizado porque R, es
metilo, R; es H, Rs, R, R; y Rs son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; 0 en donde
R,y R; son metilo, Rs, Rs, R7, RgsoncadaunoH,lymson1,ynesO.

23. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es DM1.

24. El método de conformidad con la reivindicaciéon 7, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es DM3.

25. El método de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es DM4,

26. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular enlaza a las células tumorales, células infectadas por virus, células
infectadas por microorganismo, células infectadas por parasito, células autoinmunes,
células activadas, células mieloides, células T activadas, células B o melanocitos, células
que expresan los antigenos CD33, CD 19, CanAg, CALLA, o Her-2; o células que expresan
receptor del factor de crecimiento de insulina, receptor del factor de crecimiento epidérmico,
o receptor de folato.

27. ElI método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque la
poblacion celular B son células tumorales, células infectadas por virus, células infectadas
por microorganismo, células infectadas por parasito, células autoinmunes, ceélulas

activadas, células mieloides, células T activadas, células B, o melanocitos o combinaciones
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de las mismas.

28. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
ligando expresado por la poblacion celular de objetivo A es un antigeno seleccionado para
antigenos CD33, CD19, CanAg, CALLA, o Her-2 y en donde la poblaciéon celular no de
objetivo B carece del antigeno de objetivo en la poblacion celular A.

29. ElI meétodo de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque se
supone que la poblacién celular de objetivo A expresa el receptor del factor de crecimiento
de insulina, receptor del factor de crecimiento epidérmico, o receptor de folato y en donde la
poblacion celular no de objetivo B carece del receptor de objetivo en la poblacidn celular A.

30. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular se enlaza a las células seleccionadas a partir del grupo que
comprende células de cancer de seno, células de cancer de prostata, células de cancer de
ovario, celulas de cancer de colorectal, células de cancer de gastrico, células de cancer
escamosas, células de cancer de pulmén de célula pequefia, células de cancer testicular, y
células de neuroblastoma que expresan un ligando particular.

31. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque la
poblacion celular B es seleccionada a partir del grupo que comprende células de cancer de
seno, células de cancer de prostata, células de cancer de ovario, células de cancer de
colorectal, células de cancer de gastrico, células de cancer escamosas, células de cancer
de puimoén de célula pequefia, células de cancer testicular, y células de neuroblastoma.

32. El método de conformidad con la reivindicaciéon 24, caracterizado porque la
célula tumoral es a partir de tumor heterogéneo.

33. El método de conformidad con la reivindicaciéon 26, caracterizado porque el
tumor heterogéneo es un tumor sélido.

34. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena simple, un fragmento
de anticuerpo que enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo monocional de cadena simple, o un fragmento de anticuerpo
monoclonal que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, un anticuerpo
quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico que se enlaza de manera especifica a una

célula de objetivo, un anticuerpo de dominio, un fragmento de anticuerpo de dominio que se
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enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, una linfocina, una hormona, una
vitamina, un factor de crecimiento, un factor de estimulacién de colonia, 0 una molécula de
transporte de nutriente.

35. El metodo de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un interferon, 1.2, IL3, IL4, IL6, insulina, hormona liberacién de
tirotropina, hormona de estimulacion de melanocito, una hormona esteroide, somatostatina,
EGF, TGF-a, FGF, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, acido fdlico, transferina, estrégeno,
analogos de estrégeno, androgeno, o analogos de andrégeno.

36. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena simple, o un fragmento
de anticuerpo que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.

37. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo recubierto, un anticuerpo de cadena simple
recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que se enlaza de manera especifica a
una célula de objetivo.

38. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena simple
humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado que se enlaza de manera
especifica a una célula de objetivo.

39. El método de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a una célula de objetivo.

40. El método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.

41. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal

humanizado que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.
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42. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo quimeérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que se enlaza de
manera especifica a una célula de objetivo.

43. ElI método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a las células tumorales.

44. El método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a las células tumorales.

45. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
humanizado que se enlaza de manera especifica a las células tumorales.

46. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que se enlaza de
manera especifica a las células tumorales.

47. El método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a células de cancer colorectal o a células de cancer de seno.

48. EI método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo monocional
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monocional recubierto que se
enlaza de manera especifica a células de cancer colorectal o a células de cancer de seno.

49. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo

monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
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humanizado que se enlaza de manera especifica a células de cancer colorectal o a células
de cancer de seno.

50. El método de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a celulas de cancer de seno.

51. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
humanizado que se enlaza de manera especifica a células de cancer de seno.

52. EI método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1,
caracterizado porque el agente de enlace celular es un anticuerpo anti-CanAg, un
anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CALLA, un anticuerpo
anti-EGFR, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo anti-lGF-IR, 0 un anticuerpo anti-Her2.

53. El método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es anticuerpo recubierto My9-6, KS77, o N901.

54. E| método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo trastuzumab, anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

55. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo huC242.

56. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo trastuzumab.

57. Un método para eliminar células en una poblacién celular anormal, el método
que comprende:

a) dirigir un conjugado de agente de enlace celular-farmaco a una poblacion celular
seleccionada que expresa un ligando reconocido por el agente de enlace celular del
conjugado, caracterizado porque uno o mas farmacos estan enlazados de manera
covalente al agente de enlace celular por medio de un enlazador que comprende un enlace
disulfuro y el agente de enlace celular enlaza a las células;

b) conversion del pro-farmaco en el conjugado a un farmaco citotdxico que

experimenta ademas una etapa de alquilatacion antes de eliminar la poblacion celular
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seleccionada que se supone que contiene el ligando; y

c) liberar el farmaco citotoxico alquilatado desde la poblacion celular seleccionada
para inducir la eliminacién de otra poblacion celular seleccionada que supone que carece
del ligando, eliminando de esta manera células en la poblaciéon celular anormal.

58. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
enlazador es separado a través del intercambio de disulfuro, en pH acido, mediante luz o
mediante peptidasas.

59. El método de conformidad con la reivindicaciéon 57 o 58, caracterizado porque el
farmaco es por lo menos un maitansinoide, taxano o un CC 1065, o un andlogo del mismo.

60. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
enlazador posee un grupo alquilo en un atomo de carbono adyacente al enlace disulfuro
dentro del enlazador.

61. El método de conformidad con la reivindicaciéon 57, caracterizado porque el
grupo alquilo esta en el lado del farmaco del conjugado.

62. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
farmaco es por lo menos un maitansinoide.

63. El método de conformidad con la reivindicacion 62, caracterizado porque el
enlazador esta en cualquiera de los grupos C-3 hidroxilo, C- 14 hidroximetilo, C- 15
hidroxilo o C-20 desmetilo de dicho por lo menos un maitansinoide.

64. El método de conformidad con la reivindicaciéon 62, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-alanina.

65. El método de conformidad con la reivindicacion 62, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-cisteina.

66. El método de conformidad con la reivindicaciéon 62, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la formula (II-L), (1I-D) o (I-D,L):
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en donde:

Y, representa

(CR7Rg)i(CRy=CR;0)(C=C)qA(CRsRe)mDL(CR11=CR1,)(C=C)sB{(CR3R,).\CR1RS-5 en
donde:

R; a Ry; son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tiene
de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3
hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas, R, to R, puede ser H; |

A, B, y D, cada uno de manera independiente es alquilo ciclico o alquenilo ciclico
que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, es radical aromatico
heterociclico o heterocicloalquilo;

ILmn o, p, q,rs, tyusoncada uno de manera independiente 0 0 un entero de 1
hasta 5, a condicion de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, 1, s, ty u no son cero; y

May representa un maitansinoide que tiene una cadena lateral en C-3 hidroxilo, C-
14 hidroximetilo, C- 15 hidroxilo o C-20 desmetilo.

67. El método de conformidad con la reivindicacion 66, caracterizado porque R, es
metilo y Rz es H o R, y R; son metilo.

68. El método de conformidad con la reivindicacion 66, caracterizado porque R, es
metilo, R; es H, Rs, Rg, R; y Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; o en donde
R1y Rz son metilo, Rs, R, R7, Rs son cadaunoH, lymson1,ynesO.

69. El método de conformidad con la reivindicaciéon 62, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la férmula (lI-L), (11-D), o (II-D,L):

0 ‘ 0] l o
L D DL
m

en donde:

r\S\
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Y, representa (CR;R;s)|(CRsRs)n1(CR3R4)HCR 1R;S-, en donde:

Ri a Rs son cada uno de manera independiente, alquilo o alquenilo lineal que tiene
de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3
hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas R; a Rg puede ser H;

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

May representa un maitansinoide que ostenta la cadena lateral en C-3 hidroxilo, C-
14 hidroximetilo, C- 15 hidroxilo o0 C-20 desmetilo.

70. El método de conformidad con la reivindicacion 69, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H o R, y R; son metilo.

71. El método de conformidad con la reivindicacion 69, caracterizado porque R, es
metilo, R; es H, Rs, Rs, R; y Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; o en donde
Ry R; son metilo, Rs, Rs, R7, Rg son cadaunoH,lymson1,ynes0.

72. El método de conformidad con la reivindicacién 62, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la férmula 4,

MeOQ.

en donde:

Y, representa

(CR7Rs),(CR¢=CR10),(C:C)qAx(CRsRe)mDL(CR11=CR12)(C:C)sB(CR3R4),CR1R:S-, en
donde:

R, a Ry; son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal que tiene

de 1 hasta 10 a4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3



10

15

20

25

30

/74

hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas, R, to R,; puede ser H;

A, B, y D, cada uno de manera independiente es alquilo ciclico o alquenilo ciclico
que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo; y

[Lm, n o p qr s tyuson cada uno de manera independienté 0 o un entero de 1
hasta 5, a condicion de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, g, r, 8, t y U no son cero.

73. El método de conformidad con la reivindicacion 72, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H 0 Ry y R; son metilo.

74. El método de conformidad con la reivindicacién 72, caracterizado porque R, es
metilo, R2 es H, Rs, R, R; y Rg son cada uno H, | and m son cada uno 1, ynes 0; o en
donde R, y R, son metilo, Rs, Rg, R7, Rssoncadauno H, lymson1,ynesO.

75. El método de conformidad con la reivindicacion 62, caracterizado porque dicho

por lo menos un maitansinoide esta representado por la férmula 4,

O

en donde:
Y, representa (CR;Rg)i(CRsRs)m(CR3R4)/CRR;S-, en donde:
_R, a Ry son cada uno de manera independiente, alquilo o alquenilo lineal que tiene
de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3
hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y ademas R; to Rg puede ser H; y
I, m y n son cada uno de manera independiente un entero de 1 hasta 5, y ademas n

puede ser 0.

%O
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76. El método de conformidad con la reivindicacion 75, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H 0 R, y R, son metilo,

77. El método de conformidad con la reivindicacidén 75, caracterizado porque R, es
metilo, R, es H, Rs, Rg, R; ¥ Rg son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; 0 en donde
Ry R; son metilo, Rs, Rs, R7, Rg soncadaunoH,lymson 1, ynesO.

78. El método de conformidad con la reivindicacién 62, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es DM1.

79. El método de conformidad con la reivindicacién 62, caracterizado porque dicho
por lo menos un maitansinoide es DM3.

80. El método de conformidad con la reivindicacion 62, caracterizado porque dicho
por 1o menos un maitansinoide es DM4.

81. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular se enlaza a células tumorales; células infectadas por virus, células
infectadas por microorganismo, células infectadas por parasito, células autoinmunes,
células activadas, células mieloides, células T activadas, células B, o melanocitos, células
que expresan los antigenos CD33, CD 19, CanAg, CALLA, o Her-2; o células que expresan
receptor del factor de crecimiento de insulina, receptor del factor de crecimiento epidérmico,
o receptor de folato.

82. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular se enlaza a células seleccionadas del grupo que consta de células
de cancer de seno, células de cancer de prostata, células de cancer de ovario, células de
cancer de colorectal, células de cancer de gastrico, células de cancer escamosas, células
de cancer de pulmoén de célula pequefa, células de cancer testicular, y células de
neuroblastoma.

83. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena simple, un fragmento
de anticuerpo que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo monoclonal de cadena simple, 0o un fragmento de anticuerpo
monoclonal que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, un anticuerpo
quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico que se enlaza de manera especifica a una

célula de objetivo, un anticuerpo de dominio, un fragmento de anticuerpo de dominio que se



10

15

25

30

76

enlaza de manera especifica a una célula de objetivo, una linfocina, una hormona, una
vitamina, un factor de crecimiento, un factor de estimulacién de colonia, o una molécula de
transporte de nutriente.

84. E! método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un interferon, 1.2, IL3, IL4, IL6, insulina, hormona de liberacion
de tirotropina, hormona de estimulacién de melanocito, una hormona esteroide,
somatostatina, EGF, TGF-a, FGF, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, acido folico, transferina,
estrogeno, analogos de estrégeno, androgeno, o analogos de andrégeno.

85. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena simple, o un fragmento
de anticuerpo que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.

86. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo recubierto, un anticuerpo de cadena simple
recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que se enlaza de manera especifica a
una célula de objetivo.

87. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena simple
humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado que se enlaza de manera
especifica a una célula de objetivo.

88. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a una célula de objetivo.

89. El método de conformidad con la reivindicacidon 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.

90. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal

humanizado que se enlaza de manera especifica a una célula de objetivo.
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91. ElI método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que se enlaza de
manera especifica a una célula de objetivo.

92. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a las células tumorales.

93. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a las células tumorales.

94. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que se enlaza de manera especifica a las células tumorales.

95. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, 0 un fragmento de anticuerpo de dominio que se enlaza de
manera especifica a las células tumorales.

96. EI método de conformidad con la reivindicaciéon 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoclonal de
cadena simple, o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se enlaza de manera
especifica a células de cancer colorectal o a células de cancer de seno.

97. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monaoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a células de cancer colorectal 0 a células de cancer de seno.

98. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo

monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
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humanizado que se enlaza de manera especifica a células de cancer colorectal 0 a células
de cancer de seno.

99. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal recubierto, un anticuerpo monoclonal
de cadena simple recubierto, o un fragmento de anticuerpo monoclonal recubierto que se
enlaza de manera especifica a células de cancer de seno.

100. El método de conformidad con la reivindicacién 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
humanizado que se enlaza de manera especifica a células de cancer de seno.

101. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es un anticuerpo anti- CanAg, un anticuerpo anti-CD 19, un
anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CALLA, un anticuerpo anti-EGFR, un anticuerpo
anti-CD56, un anticuerpo anti-IGF-IR, o un anticuerpo anti-Her2.

102. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es anticuerpo recubierto My9-6, KS77, o N901.

103. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo trastuzumab, anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

104. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo huC242.

105. El método de conformidad con la reivindicaciéon 57, caracterizado porque el
agente de enlace celular es el anticuerpo trastuzumab.

106. Un método para utilizar una poblacion celular de objetivo para inhibir o eliminar
células no de objetivo en una poblacion celular heterogénea o mezclada, el método que
comprende:

a) dirigir un conjugado de agente de enlace celular-farmaco a 1a poblacion celular de
objetivo que se supone que contiene un ligando reconocido por el agente de enlace celular
del conjugado, caracterizado porque uno o mas farmacos son enlazados de manera
covalente al agente de enlace celular a través de un enlazador que comprende un enlace
disulfuro y el agente de enlace celular se enlaza a las células;

b) convertir el pro-farmaco en el conjugado a un farmaco citotoxico en la poblacion
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celular de objetivo seleccionada para inhibir o eliminar las células de objetivo; y

¢) liberar el farmaco citotoxico desde la poblacion celular de objetivo para inhibir o
eliminar las células no de objetivo que carecen del ligando en la célula de objetivo,

d) inhibir de esta manera o eliminar la poblacion celular heterogénea o mezclada, de
objetivo y no de objetivo.

107. Un método para eliminar células tumorales en un tumor que comprende una
poblacion celular heterogénea o mezclada, el método que comprende:

a) dirigir de manera selectiva un ligando dispersado, dispersado desde una
poblacién seleccionada de células tumorales que se supone que expresan el ligando con un
conjugado de agente de enlace celular-farmaco caracterizado porque uno o mas farmacos
son enlazados de manera covalente al agente de enlace celular por medio de un enlazador
que comprende un enlace disulfuro y el agente de enlace celular que se enlaza al ligando
dispersado.

b) convertir el pro-farmaco en el conjugado a un farmaco citotoxico que experimenta
ademas una etapa de alquilatacion antes de eliminar la poblacién celular seleccionada de
células tumorales que dispersan el ligando; y

¢) inducir de manera adicional la eliminacion de células tumorales que carecen por
complete del ligando, para eliminar de esta manera las células heterogéneas o mezcladas
en el tumor.

108. Un compuesto de la formula:

MayOCH(Me)N(CH;,)COCH2CH,(CMe2),SMe

caracterizado porque, n = 0 0 1, y May = maitansinoide.

109. Un compuesto de la formula:

MayOCH(Me)N(CH,,) COCH2CH(CMe2),SMe

caracterizado porque, DMiMe: n=0; DM4Me: n=1

110. Un maitansinoide alquilatado, caracterizado porque el maitansinoide ha
experimentado alquilataciéon en un grupo tiol sin reaccionar.

111. El maitansinoide alquilatado de conformidad con la reivindicacion 110,
caracterizado porque el alquilo es metilo, etilo, propilo o butilo.

112. Lisina-N®-SMCC-DM! aislada.

113. Lisina-N%-SPDB-DM4 aislada.
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RESUMEN

Se describen métodos para eliminar o inhibir tumores que comprenden poblaciones
celulares heterogéneas o mezcladas. La eliminaciéon o inhibicion de tumores se logra
mediante el direccionamiento selectivo de un ligando unico que se supone que es
expresado en una poblaciéon celular particular para eliminar también una poblacién celular
que carece del ligando unico. Estos conjugados tienen uso terapéutico a medida que son
suministrados a una poblacion celular especifica para eliminar esas células y el farmaco
citotoxico es liberado para eliminar las células no de objetivo, eliminando de esta manera el

fumor.
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-57) Resumen:

célula que carece del ligando expresado en A, el método que comprende:

i, 5malizar el conjugado de agente de enlace celular-farmaco en las células que comprenden la poblacion celular A;

- -ar el farmaco desde el conjugado de manera que el farmaco experimenta una etapa de alquilatacion antes de efiminar las células en la poblacion celular A; y
+ el farmaco alquilatado desde la poblacion celular A a fin de inducir la eliminacion de células en la poblacion celular B, eliminando de esta manera la poblacion celular heterogénea.

+ método para eliminar una poblacion celular heterogénea o mezclada AB, en donde A representa una poblacion celular que expresa de manera selectiva un ligando y B representa una

3. dirigir un conjugado de agente de enlace celular-farmaco a la poblacion celular seleccionada A, caracterizado porque uno o mas famacos son enlazados de manera covalente al agente
“~ enlace celular via un enlazador que comprende un enlace disulfuro y el agente de enface celular enlaza al ligando en la poblacion celular A:
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