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ANTICUERPOS Y CONJUGADOS DE ANTICUERPO-FARMACO ESPECIFICOS

PARA CD123 Y USOS DE LOS MISMOS

Referencia al listado de secuencias

La presente solicitud se presenta de forma
electrédnica mediante EFS-Web e incluye un listado de
secuencias presentado de forma electrdénica en formato .txt.
El archivo .txt contiene un listado de secuencias titulado
“PC72333 SEQ LIST ST25.txt” creada el 27 de octubre de 2017 y
tiene un tamafio de 78 KB. El listado de secuencias contenido
en este archive .txt es parte de la especificacidédn y se

incorpora en la presente para referencia en su totalidad.

Campo

La presente invencidn se relaciona con anticuerpos,
por ejemplo, anticuerpos de longitud completa gque se unen
especificamente a CD123. La invencidén ademéds se relaciona a
conjugados (por ejemplo, conjugados de anticuerpo-farmaco o
“ADC”) que comprenden los anticuerpos de CD123, composiciones
que comprenden los anticuerpos de CD123 o sus conjugados y
métodos para utilizar los anticuerpos de CD123 o sus

conjugados para tratar las condiciones asociadas con las
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células que expresan CD123 (por ejemplo, céancer).

Antecedentes

CD123 es la cadena alfa del receptor de
interleucina 3 (IL-3Ra o IL3RAa) que forma un heterodimero
con la cadena CD131 beta comin para ayudar a transmitir la
sefial de IL-3. El papel biocldgico de la IL-3 es estimular la
supervivencia y proliferacién de células multipotentes. Se
piensa que CD123 estd implicado en estimular la proliferacidn
de las células de leucemia mieloide aguda (AML) y tiene una
funcidén directa en la biologia del tumor. E1 CD123 se expresa
de modo frecuente sobre las células madre leucémicas (LSC),
una poblacidén celular asociada <con la recaida de 1los
pacientes. Entre los tejidos humanos normales, la expresidn
de CD123 =estd en su mayoria limitada a las células
hematopoyéticas, en particular las células dendriticas
plasmacitoides (pDC), que constituyen < 0.4% de las células
mononucleares de sangre periférica en humanos. Como
componentes de la inmunidad innata, las pDC producen grandes
cantidades de los interferones de tipo 1 (IFN-o/R) en
respuesta a los estimulos virales y Dbacterianos. De modo

importante, el CD123 no se expresa en las células madre
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hematopoyéticas.

Se espera gque nuevos casos de leucemia, linfoma vy
mieloma cuenten para el 10.2 por ciento de 1los 1,688,780
nuevos casos de cancer estimados y diagnosticados en 1los
Estados Unidos en 2017. E1 CD123 se expresa en las células
cancerigenas en una variedad de tumores malignos
hematoldégicos que incluyen la leucemia mieloide aguda (AML)
donde su expresidén es > 80%. Ejemplos de células sanguineas
cancerigenas que expresan CD123 incluyen blastos y células
madre de leucemia. Las enfermedades asociadas con la
expresién de CD123 incluyen AML, sindrome mielodispléasico
(MDS; de bajo y alto riesgo), leucemia linfocitica aguda
(ALL, todos los subtipos), linfoma de células B difusas
(DLBCL), 1leucemia mieloide crénica (CML) vy neoplasma de
células dendriticas plasmacitoides blasticas (BPDCN).

Actualmente, los tratamientos de estas enfermedades
incluyen mas de 50 farmacos individuales con otros bajo
estudio y en pruebas criticas. La terapia de radiacién
también se wutiliza cominmente para tratar canceres en la
sangre y a veces se administra Jjunto con la terapia con
farmacos. También se utilizan a inmunoterapia, terapia génica

y medicina personalizada. Sin embargo, estas terapias pueden
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tener efectos secundarios significativos y reacciones
adversas. De este modo, existe la necesidad de tratamientos

nuevos y mejorados para los canceres de la sangre Jue

expresan CD123 (IL-3RQ).

Sumario

La invencidén descrita en la presente se dirige a
anticuerpos que se unen a CDl123 vy conjugados, tales como
conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) , que comprenden
anticuerpos que se unen a CD123 y métodos para preparar y
utilizar tales anticuerpos y ADC para tratar trastornos.

Se proporcionan en la presente anticuerpos que se
unen especificamente a CD123. En algunas modalidades, 1la
invencidén proporcionan un anticuerpo aislado que se une
especificamente a CD123, en donde el anticuerpo comprende:
una regidén variable de cadena pesada (VH) que comprende tres
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una
VH que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
6, 24, 32, 44, 51 o 64 y una regidn variable de cadena ligera
(VL) que comprende tres CDR de una VL que comprende las
secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 17, 28, 39, 48, 57 o

71. En algunas modalidades, la VH puede comprender (i) una
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CDR1 de VH que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 7, 33, 52 o 65; (ii) una CDR2 de VH que comprende las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, 25, 34, 45, 53 o
66; y (iii) wuna CDR3 de VH qgue comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 35, 46 o 67. En algunas
modalidades, la regidén de VL puede comprender (i) a VL CDR1
que comprende las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 18,
40, 58 o 72; (ii) a VL CDR2 que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 19, 42, 60 o 74; y (iii) a VL CDR3
que comprende las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 20,
42, 60 o 74. En algunas modalidades, el VH puede comprender
(1) una CDR1 de VH que comprende las secuencias de
aminodcidos de SEQ ID NO: 7; (ii) wuna CDR2 de VH que
comprende las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 25; vy
(iii) wuna CDR3 de VH que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 9. En algunas modalidades, la VL
puede comprender (i) wuna CDR1 de VL gque comprende las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 18; (ii) una CDR2 de
VL que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO:
19; y (iii) wuna CDR3 de VL que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NO: 20. En algunas modalidades, la VH

puede comprender la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 24 o una
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variante de la misma con una o varias sustituciones de
aminoadcidos en los residuos que no estdn dentro de una CDR
y/o la VL puede comprender la secuencia de aminoécidos
mostrada en SEQ ID NO: 28 o una variante de la misma con una
o varias sustituciones de aminoacidos en los aminodcidos que
no estdn dentro de wuna CDR. En algunas modalidades, el
anticuerpo puede comprender una cadena ligera que comprende
la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 30 y una cadena pesada
que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 27.

También se proporciona un anticuerpo aislado que se
une especificamente a CD123 y comprende una regidén variable
de cadena pesada producida por el vector de expresidn con el
No. de acceso ATCC PTA-124283 y una regidn variable de cadena
ligera producida por el vector de expresidédn con el No. de
acceso ATCC PTA-124284.

También se proporcionan anticuerpos aislados que se
unen especificamente a CD123 y compiten por la unidén a CD123
con un anticuerpo que comprende una regidén variable de cadena
pesada (VH) que comprende tres CDR de una VH gque comprende
las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 6, 24, 32, 44,
51 o 64; y una VL qgque comprende tres CDR de una VL dque

comprende las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO: 17, 28,
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39, 48, 57 o T71.

También se proporcionan anticuerpos aislados de
CD123 gque comprenden una VH que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NOs: 7, 8 y 9 y una VL que comprende
las secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NOs: 18, 19 y 20.

También se proporcionan anticuerpos aislados de
CD123 que comprenden una VH que comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 7, 25 y 9 y una VL que comprende
las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 18, 19 y 20.

También se proporcionan anticuerpos aislados de
CD123 que comprenden una VH que comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 33, 34 y 35 y una VL gque comprende
las secuencias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 40, 41 y 42.

También se proporcionan anticuerpos aislados de
anticuerpos CD123 que comprenden una VH gque comprende las
secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NOs: 33, 45 y 46 y una VL
que comprende las secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NOs:
40, 41 y 42.

También se proporcionan anticuerpos aislados de
CD123 gque comprenden una VH que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NOs: 52, 53 y 54 y una VL gque comprende

las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 58, 59 y 60.
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También se proporcionan anticuerpos aislados de
CD123 qgque comprenden una VH que comprende las secuencias de
aminoadcidos de SEQ ID NOs: 65, 66 y 67 y una VL gque comprende
las secuencias de aminoadcidos de SEQ ID NOs: 72, 73 y 74.

En algunas modalidades, los anticuerpos de CD123
como se describen en la presente pueden comprender una
etiqueta que contiene glutamina donadora de un acilo disefiada
en un sitio especifico. En algunas modalidades, la etiqueta
puede comprender una secuencia de aminodcidos seleccionada
del grupo que consiste de Q, LQG, LLQOGG (SEQ ID NO:77), LLQG
(SEQ ID NO:78), LSLSQG (SEQ ID NO: 79), GGGLLQGG (SEQ ID NO:
80), GLLQG (SEQ ID NO: 81), LLQ, GSPLAQSHGG (SEQ ID NO: 82),
GLLQGGG (SEQ ID NO: 83), GLLQGG (SEQ ID NO: 84), GLLQ (SEQ ID
NO: 85), LLOLLQGA (SEQ ID NO: 86), LLQOGA (SEQ ID NO: 87),
LLOQYQGA (SEQ ID NO: 88), LLQGSG (SEQ ID NO: 89), LLQYQG (SEQ
ID NO: 90), LLOLLQOG (SEQ ID NO: 91), SLLQOG (SEQ ID NO: 92),
LLQLQ (SEQ ID NO: 93), LLOLLQO (SEQ ID NO: 94), LLQGR (SEQ ID
NO: 95), LLQGPP (SEQ ID NO: 96), LLQGPA (SEQ ID NO: 97),
GGLLQGPP (SEQ ID NO: 98), GGLLQGA (SEQ ID NO: 99), LLQGPGK
(SEQ ID NO: 100), LLQGPG (SEQ ID NO: 101), LLQGP (SEQ ID NO:
102), LLQP (SEQ ID NO: 103), LLQPGK (SEQ ID NO: 104), LLQAPGK

(SEQ ID NO: 105), LLQOGAPG (SEQ ID NO: 106), LLQGAP (SEQ ID
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NO: 107) y LLQOLQG (SEQ ID NO: 108). En algunas modalidades,
la etiqueta que contiene glutamina es LLQG (SEQ ID NO: 78).

En algunas modalidades, los anticuerpos de CD123
como se describen en la presente pueden comprender una
modificacidédn de aminodcidos en la posicidén 222, 340 o 370. En
algunas modalidades, la modificacién de aminodcidos puede ser
una sustitucidén de lisina a arginina. En algunas modalidades,
la modificacidén de aminodcidos puede ser K222R.

En algunas modalidades, los anticuerpos de CD123
como se describen en la presente pueden comprender un
enlazador. En algunas modalidades, el enlazador puede
escindirse. En algunas modalidades, el enlazador puede
seleccionarse del grupo que consiste de Ac-Lys-Gly (acetil-
lisina-glicina), &cido aminocaproico, Ac-Lys-p-Ala (acetil-
lisina-B-alanina), amino-PEG2 (polietilenglicol)-C2, amino-
PEG3-C2, amino-PEG6-C2, Ac-Lys-Val-Cit-PABC (acetil-lisina-
valina-citrulina-p-aminobenciloxicarbonilo), amino-PEG6-C2-
Val-Cit-PABC, aminocaproil-Val-Cit-PABC, [(3R,5R)-1-{3-[2-(2-
aminoetoxi)etoxi]propanpoil}piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-
PABC, [ (3S,5S8)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanpoil}
piperidin-3,5-diil]bis-Val-Cit-PABC, putrescina y Ac-Lys-

putrescina. En algunas modalidades, el enlazador puede ser
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Ac-Lys-Val-Cit-PARBC (acetil-lisina-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonilo) .

En algunas modalidades, el anticuerpo como se
describe en la presente comprende una regidn constante. En
algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado. En algunas modalidades, el anticuerpo es de la
subclase de IgGl, IgG2 o IgG2Aa, IgG3 o IgG4 humana. En
algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo de IgGl.
En algunas modalidades, el anticuerpo comprende una mutacidn
N60G.

También se proporcionan conjugados gue comprenden
un anticuerpo de CD123 como se describe en la presente
conjugado con un agente. En algunas modalidades, el agente
puede seleccionarse del grupo que consiste de un agente
citotdxico, un agente inmunomodulador, un agente de formacidn
de imégenes, una proteina terapéutica, un biopolimero y un
oligonucleétido. En algunas modalidades, el agente puede ser
un agente citotdxico. En algunas modalidades, el agente
citotdéxico puede seleccionarse del grupo que consiste de una
antraciclina, una auristatina, una campotecina, una
combretastatina, un dimero CBI, un dimero de

ciclopropilpirroloindolina (CPI), un dimero CTI, una
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dolastatina, una duocarmicina, una enediina, una
geldanamicina, un dimero de indolin-benzodiacepina, una
maitansina, una puromicina, un dimero de
pirrolobenzodiacepina, un taxano, un alcaloide de wvinca, una
tubulisina, una hemiasterlina, una espliceostatina, una
pladienolida y estereoisdmeros, isbésteres, andlogos o
derivados de los mismos. En algunas modalidades, el agente
citotdéxico puede ser un dimero CPI. En algunas modalidades,
el dimero CPI es CPI-8314. En algunas modalidades, el dimero

CPI puede tener la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, el agente citotdxico puede
tener el nombre IUPAC: fosfato diacido de (8S)-8-
(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-8-metil-
1,6-dihidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H) -
il]lcarbonil}biciclo[l.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-

3,6,7,8-tetrahidropirrolo[3,2-e]lindol-4-ilo. En algunas
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modalidades, el agente citotdxico puede ser C31H31C12N407P o
una sal o solvato farmacéuticamente aceptable. En algunas
modalidades, el agente citotdxico puede estar en forma de sal
de acido trifluoroacético (TFA): C31H31C1l2N407P.C2HF302.

En otras modalidades, el agente citotdxico puede
ser MMAD (Monometil Auristatina D), 0101 (2-metilalanil-N-
[(3R,4S,58)-3-metoxi-1-{(28)-2-[ (1R, 2R)-1-metoxi-2-metil-3-
oxo-3-{[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-
il)etil]amino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil-1-oxoheptan-4-
il]-N-metil-L-valinamida), 3377 (N, 2-dimetilalanil-N-
{(1S,2R)-4-{(2S)-2-[ (1R, 2R) -3-{[(1S)-1-carboxil-2-
feniletil]amino}-1l-metoxi-2-metil-3-oxopropil]lpirrolidin-1-
il}-2-metoxi-1-[(1S)-1-metilpropil]-4-oxobutil}-N-metil-L-
valinamida), 0131 (2-metil-L-proli-N-[(3R,4S,5S)-1-{(25)-2-
[ (IR, 2R)=-3-{[(1S)-1l-carboxi-2-feniletil]amino}-l-metoxi-2-
metil-3-oxopropil]lpirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida) o 0121 (2-metil-L-proli-
N-[(3R,45,58)-1-{(2S)-2-[ (1R, 2R)-3-{[(2S)-1-metoxi-1-ox0-3-
fenilpropan-2-il]Jamino}-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]pirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il]-N-metil-L-valinamida) .

En algunas modalidades, el conjugado puede
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comprender la férmula: anticuerpo-(etiqueta que contiene
glutamina donadora de acilo)-(enlazador)-(agente citotdxico).
En algunas modalidades, la etiqueta que contiene glutamina
donadora de acilo puede comprender una secuencia de
aminoacidos LLQG (SEQ ID NO: 78) vy el enlazador puede
comprender acetil-lisina-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonilo. En algunas modalidades, la etiqueta
que contiene glutamina donadora de acilo puede insertarse en
el anticuerpo en la posicidn E294-N297. En algunas
modalidades, el conjugado puede ademas comprender una
sustitucién de aminoadcidos de 1lisina a arginina en la
posicidédn 222 del anticuerpo, de acuerdo con la numeracidn del
indice EU de Kabat (K222R).

También se proporcionan composiciones farmacéuticas
que comprenden una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo de CD123 descrito en la presente o un ADC de CD123
descrito en la presente y un portador farmacéuticamente
aceptable.

También se proporcionan polinucledétidos aislados
que comprenden una secuencia de nucledtidos que codifica un
anticuerpo de CD123 descrito en la presente. También se

proporcionan vectores que comprenden tales polinucledtidos.



10

15

20

14

También se proporcionan células huésped aisladas
que producen de modo recombinante cualquiera de los
anticuerpos de CD123 descritos en la presente. También se
proporcionan métodos para producir un anticuerpo, que
comprenden cultivar tales células huésped Dbajo condiciones
que resultan en la produccién del anticuerpo y aislar el
anticuerpo a partir de las células huésped o el cultivo.

También se proporcionan métodos para tratar un
padecimiento asociado con las células que expresan CD123 en
un sujeto que comprende administrar a un sujeto en necesidad
del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicidén farmacéutica que comprende cualquiera de 1los
anticuerpos de CD123 descritos en la presente o el conjugado
de cualqgquiera de los anticuerpos y un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas modalidades, el
padecimiento es cancer. En algunas modalidades, el céancer
puede ser un cancer seleccionado del grupo qgque consiste de
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia linfocitica aguda
(ALL), neoplasma de células dendriticas plasmacitoides
blasticas (BPDCN), leucemia de células pilosas, linfoma de no
Hodgkin (NHL) de células B, mieloma multiple, neoplasma de

células plasmaticas malignas, linfoma de Hodgkin, linfoma de
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Hodgkin predominante de linfocitos nodulares, enfermedad de
Kahler y Mielomatosis, mieloma de células plasmaticas,
plasmacitoma, leucemia prolinfoitica de células B, leucemia
linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide crénica (CML),
linfoma folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de zona
marginal, linfoma de células del manto, linfoma de células
grandes, linfoma linfoblastico de precursores de células B,
leucemia mieloide, macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma
de células B grandes difusas, linfoma folicular, linfoma de
zona marginal, linfoma de tejido 1linfdtico asociado a las
mucosas, linfoma linfocitico de células pequefias, linfoma de
células del manto, linfoma de Burkitt, linfoma de células B
grandes (timicas) mediastinales primarias, linfoma
linfoplasmacitico, macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma
de células B de la zona marginal nodal, linfoma esplénico de
la zona marginal, linfoma de células B grandes
intravasculares, linfoma de efusién primaria, granulomatosis
linfomatoide, linfoma de células B grandes ricas en células
T/histiocitos, linfoma del sistema nervioso central primario,
linfoma de células B difusas cutaneo primario (del tipo de la
pierna),linfoma de células B difusas positivo a EBV de los

adultos mayores, linfoma de células B difusas asociadas con
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inflamacién, linfoma de células B grandes intravasculares,
linfoma de <células B grandes positivas a ALK, linfoma
plasmabléastico, linfoma de células B grandes qgue surgen de
la enfermedad de Castleman multicéntrica asociada a HHVS,
linfoma de células B no <clasificado con caracteristicas
intermedias entre el 1linfoma de células B difusas y el
linfoma de Burkitt, linfoma de células B no clasificado con
caracteristicas intermedias entre el linfoma de células B
difusas y el linfoma de Hodgkin clasico y otros linfomas
relacionados con las células B. En algunas modalidades, el
cancer es AML.

También se proporcionan métodos para inhibir el
crecimiento o avance del tumor en un sujeto que tiene células
malignas que expresan CD123, que comprende administrar al
sujeto en necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente
efectiva de una composicién farmacéutica que comprende
cualgquiera de los anticuerpos de CD123 proporcionados en la
presente o el conjugado de cualquiera de los anticuerpos y un
portador farmacéuticamente aceptable.

También se proporcionan métodos para inhibir la
metdstasis de células malignas que expresan CD123 en un

sujeto, que comprende administrar al sujeto en necesidad del
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mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de una
composicién farmacéutica que comprende cualgquiera de 1los
anticuerpos de CDl123 proporcionados en la presente o el
conjugado de cualquiera de 1los anticuerpos y un portador
farmacéuticamente aceptable.

También se proporcionan métodos para inducir la
regresidén del tumor en un sujeto que tiene células malignas
que expresan CD123, gque comprende administrar al sujeto en
necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente efectiva de
una composicidén farmacéutica que comprende cualquiera de los
anticuerpos de CD123 proporcionados en la presente o el
conjugado de cualquiera de 1los anticuerpos y un portador
farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una
cantidad efectiva de una composicidn (por ejemplo,
composicién farmacéutica) gque comprende los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CD123 como se describen en la presente
para tratar un padecimiento (por ejemplo, cancer o trastorno
autoinmune) asociado con la expresidédn de CD123 en un sujeto
en necesidad del mismo. En algunas modalidades, una cantidad
efectiva de una composicidén (por ejemplo, composicién

farmacéutica) comprende los anticuerpos de CD123 o los ADC de
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CD123 como se describen en la presente para inhibir el
crecimiento o avance del tumor en un sujeto que tiene células
malignas que expresan CD123. En algunas modalidades, se
proporciona una cantidad efectiva de wuna composicidén (por
ejemplo, composicidén farmacéutica) que comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente para inhibir la metédstasis de células malignas
que expresan CD123 en un sujeto en necesidad del mismo. En
algunas modalidades, una cantidad efectiva de una composicidn
(por ejemplo, composicién farmacéutica) comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente para inducir la regresidén del tumor en un sujeto
que tiene células malignas que expresan CD123.

En otro aspecto, la invencidén proporciona 1los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente para su uso en tratar un padecimiento (por
ejemplo, cancer o trastorno autoinmune) asociado con la
expresién de CD123 en un sujeto en necesidad del mismo. En
algunas modalidades, se proporcionan los anticuerpos de CD123
o los ADC de CDl123 como se describen en la presente para
inhibir el crecimiento o avance del tumor en un sujeto que

tiene células malignas que expresan CD123. En algunas
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modalidades, se proporcionan los anticuerpos de CD123 o 1los
ADC de CD123 como se describen en la presente para inhibir la
metdstasis de células malignas gque expresan CD123 en un
sujeto en necesidad del mismo. En algunas modalidades, se
proporcionan los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como
se describen en la presente para inducir la regresidén del
tumor en un sujeto que tiene células malignas gue expresan
CD123.

En otro aspecto, la invencidédn proporciona un uso de
los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen
en la presente en la fabricacidén de un medicamento para
tratar un padecimiento (por ejemplo, cancer o trastorno
autoinmune) asociado con la expresién de CD123. En algunas
modalidades, se proporciona un uso de los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CDl123 como se describen en la presente en
la fabricacién de un medicamento para inhibir el crecimiento
o avance del tumor. En algunas modalidades, se proporciona un
uso de los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se
describen en la presente en la fabricacidén de un medicamento
para inhibir la metdstasis de células malignas gque expresan
CD123. En algunas modalidades, se proporciona un uso de los

anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
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la presente en la fabricacidén de un medicamento para inducir
regresién de tumor.

También se proporcionan en la presente métodos para
conjugar un anticuerpo a AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI-
000638314 (AcLysPABC-CPI-8314). En algunas modalidades, el
método comprende preparar una composicidén gque comprende un
anticuerpo y AcLysPABC-CPI-8314 en una solucidén amortiguadora
que comprende KPO4 de 30 a 100 mM y NaCl de 150 a 200 mM;
agregar transglutaminasa bacteriana a la composicién; e
incubar la composicidén para permitir la conjugacidén del
anticuerpo al AcLysPABC-CPI-8314. En algunas modalidades, el
pH de la composicidén es de 7. En algunas modalidades, 1la
composicién comprende de 0.5 a 2 unidades (U) de
transglutaminasa bacteriana por mg de anticuerpo. En algunas
modalidades, la composicidédn comprende 1 U de transglutaminasa
bacteriana por mg de anticuerpo. En algunas modalidades, el
AcLysPABC-CPI-8314 estd presente en un exceso molar de 10
veces para el anticuerpo. En algunas modalidades, la
composicién se incuba a 25°C durante la noche con mezclado
continuo. En algunas modalidades, la composicién ademés
comprende 7.5% (v/v) de sulféxido de dimetilo (DMSO). En

algunas modalidades, la solucidén reguladora comprende KP0O4 30
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mM y NaCl 150 mM. En algunas modalidades, la solucidn
reguladora comprende KPO4 100 mM y NaCl 200 mM. En algunas
modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo anti-tumor. En
algunas modalidades, el anticuerpo anti-tumor es un

anticuerpo de CD123.

Breve descripcidén de las Figuras/Dibujos

La FIGURA 1 representa los resultados de la
transferencia Western del analisis de las células tratadas
con IL-3 mé&s anticuerpos (“Ab”). 7G3 es un anticuerpo de
referencia y 3D1, 18G3 y 16D6 son anticuerpos de CD123; 8.8
es un anticuerpo de control negativo que no se une a CD123.
Se analizaron los niveles de STATS5, STATS fosforilado y 1los
de actina.

La FIGURA 2 representa un analisis de citometria de
flujo representativo que muestra el porcentaje de las células
de tumor gue permanecen en la sangre periférica (grafica
izquierda) vy médula o&ésea (grafica derecha) en un modelo
animal después del tratamiento con cualquiera del wvehiculo o
CD123-ADC (CD123-18G3-CPI).

La FIGURA 3 representa una grafica que resume la

longitud de supervivencia (en dias) de los animales tratados
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con cualquiera del vehiculo o ADC de C(CD123 en las dosis

indicadas.

Descripcidédn Detallada

La invencidén descrita en la presente proporciona
anticuerpos y conjugados de anticuerpo-farmaco (ADCs) que se
unen especificamente a CD123 (por ejemplo, CD123 de humano).
La invencién también proporciona polinucledtidos que
codifican estos anticuerpos, composiciones que comprenden
estos anticuerpos y métodos para elaborar y utilizar estos
anticuerpos. La invencidén también proporciona métodos para
tratar trastornos asociados con la expresidén de CD123 en un

sujeto, tal como cancer o enfermedad autoinmune.

Técnicas generales

A menos que se indique de otro modo, la practica de
la presente invencidén empleard técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes),
microbiologia, biologia celular, bioguimica e inmunologia,
las cuales estédn dentro de la técnica del arte. Tales
técnicas se explican totalmente en la literatura, tal como en

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicidn
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(Sambrook et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in
Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A Laboratory
Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic Press; Animal Cell
Culture (R.I. Freshney, ed., 1987); Introduction to Cell and
Tissue Culture (J.P. Mather y P.E. Roberts, 1998) Plenum
Press; Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A.
Doyle, J.B. Griffiths y D.G. Newell, eds., 1993-1998) J.
Wiley and Sons; Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.);
Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir y C.C.
Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells
(J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); Current Protocols in
Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR: The
Polimerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994);
Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds.,
1991); Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons,
1999); Immunobiology (C.A. Janeway y P. Travers, 1997);
Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical approach
(D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989) ; Monoclonal
antibodies: a practical approach (P. Shepherd y C. Dean,
eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a

laboratory manual (E. Harlow y D. Lane (Cold Spring Harbor
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Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti vy J.D.

Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995).

Definiciones

Un “anticuerpo” es una molécula de inmunoglobulina
capaz de la unidén especifica a un objetivo, tal como un
carbohidrato, polinucledétido, lipido, polipéptido, etc., a
través de al menos un sitio de reconocimiento de antigeno,
ubicado en la regioén variable de la molécula de
inmunoglobulina. Como se utiliza en la presente, el término
no sbélo abarca anticuerpos policlonales o monoclonales, sino
también fragmentos de unidén al antigeno de los mismos (tales
como Fab, Fab’, F(ab’):, Fv), anticuerpos de cadena simple
(ScFv) y de dominio (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos de
tiburdén y de camélido) y proteinas de fusidn gque comprenden
un anticuerpo y cualquier otra configuracién modificada de la
molécula de inmunoglobulina que comprende un sitio de
reconocimiento de antigeno. Un anticuerpo incluye un
anticuerpo de cualquier clase, tal como IgG, IgA o IgM (o
subclases de las mismas) y el anticuerpo no necesita ser de
ninguna clase particular. Dependiendo de la secuencia de

aminoacidos del anticuerpo de la regidén constante de sus
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cadenas pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a
diferentes clases. Existen c¢inco clases ©principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG y IgM y varias de estas
pueden dividirse aun mas en subclases (isotipos), por
ejemplo, IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl y IgA2. Las regiones
constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de inmunoglobulinas se llaman alfa, delta, épsilon,
gamma y mu, respectivamente. Las estructuras de subunidad vy
configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de
inmunoglobulinas son bien conocidas.

Como se utiliza en la ©presente, el término
“fragmento de unidén al antigeno” o “porcidén de unidén al
antigeno” de un anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos
de un anticuerpo intacto que mantiene la capacidad de unirse
especificamente a un antigeno dado (por ejemplo, CD123). Las
funciones de wunién del antigeno de un anticuerpo pueden
realizarse por los fragmentos de un anticuerpo intacto.
Ejemplos de fragmentos de unidén abarcados dentro del término
“fragmento de unidén al antigeno” de un anticuerpo incluyen
Fab; Fab’; F(ab’)z2; un fragmento de Fd que consiste de 1la
regién variable de cadena pesada (VH) y dominios de CH1; un

fragmento de Fv de los dominios de VL y VH de un brazo simple
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de un anticuerpo; un fragmento de anticuerpo de dominio
simple (dAb) (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989) vy una
regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada.

Un anticuerpo, un ADC o un polipéptido que “se une

A\Y

de preferencia” o se une especificamente” (utilizado de
forma intercambiable en 1la presente) a un objetivo (por
ejemplo, a la proteina CD123) es un término bien entendido en
la técnica y métodos para determinar tal unidén especifica o
preferente también se conocen bien en la técnica. Se dice que
una molécula muestra una “unidén especifica” o “unidn
preferente” si reacciona o se asocia de modo méas frecuente,
mas rapido, con mayor duracidén y/o con mayor afinidad con una
célula o sustancia particular que cuando lo hace con células

ANY

o) sustancias alternativas. Un anticuerpo se une
especificamente” o “se une de preferencia” a un objetivo si
se une con mayor afinidad, avidez, mas féacilmente y/o con
mayor duracién gque cuando se une a otras sustancias. Por
ejemplo, un anticuerpo gque se une especificamente o de
preferencia a un epitopo de CD123 es un anticuerpo gue une su
epitopo con mayor afinidad, avidez, més féacilmente y/o con

mayor duracidén que cuando se une con otros epitopos de CD123

o con epitopos gue no son de CD123. También se entenderd que



10

15

20

277

por ejemplo, al leer esta definicidén, un anticuerpo (o
porcién o epitopo) que se une especificamente o de
preferencia a un primer objetivo puede o no unirse de forma
especifica o preferente a un Segundo objetivo. Como tal, la
“unidén especifica” o “unidn preferente” no requiere de forma
necesaria (aunque puede incluir) de una unidén exclusiva. En
general, pero no de forma necesaria, la referencia a la unidn
significa la unidén preferente.

Una “regidén variable” de un anticuerpo se refiere a
la regidén variable de la cadena ligera de anticuerpo o la
regiédn variable de la cadena pesada de anticuerpo, vya sea
sola o en combinacién. Como se conoce en la técnica, 1las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera consisten
de cuatro regiones de marco (FR) conectadas por tres regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) , también
conocidas como regiones hipervariables. Las CDR de cada
cadena se mantienen juntas en proximidad estrecha por los FR
y con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacidn
del sitio de unidén al antigeno de los anticuerpos. Existen al
menos dos técnicas para determinar las CDR: (1) un
procedimiento e base de una variabilidad de secuencias de

especies cruzadas (es decir, Kabat et al. Sequences of
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Proteins of Immunological Interest, (52 ed., 1991, National
Institutes of Health, Bethesda MD)); y (2) un procedimiento a
base de estudios cristalogrdficosde complejos de antigeno-
anticuerpo (Al-lazikani et al., 1997, J. Molec. Biol.
273:927-948) . Como se utiliza en la presente, una CDR puede
referirse a las CDR definidas por cualquier procedimiento o
mediante una combinacidén de ambos procedimientos.

Una “CDR” de un dominio variable son residuos de
aminoadcidos dentro de la regidén variable que se identifican
de acuerdo con las definiciones de Kabat, Chothia, la
acumulacién de ambos de Kabat y Chothia, AbM, de contacto y/o
definiciones conformacionales o) cualquier método de
determinacién de las CDR bien conocido en la técnica. Las CDR
del anticuerpo pueden identificarse como las regiones
hipervariables definidas originalmente por Kabat et al. Ver,
por ejemplo, Kabat et al., 1992, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 ed., Public Health Service, NIH,
Washington D.C. Las posiciones de las CDR también pueden
identificarse <como las estructuras de bucle estructural
descritas originalmente por Chothia vy otros. Ver, por
ejemplo, Chothia et al., Nature 342:877-883, 1989. Otros

procedimientos para la identificacidén de las CDR incluyen la
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“definicidén de AbM”, la cual es un compromiso entre Kabat vy
Chothia y se deriva al utilizar el software de modelado de
anticuerpos AbM de Oxford Molecular (ahora Accelrys®) o la
“definicién de contacto” de las CDR basada en los contactos
de antigeno observados establecida en MacCallum et al., J.
Mol. Biol., 262:732-745, 199¢6. En otro procedimiento
denominado en la presente como la “definicidén conformacional”
de las CDR, las posiciones de las CDR pueden identificarse
como los residuos que hacen contribuciones entalpicas para
unir el antigeno. Ver, por ejemplo, Makabe et al., Journal of
Biological Chemistry, 283:1156-1166, 2008. 1Incluso otras
definiciones limitantes de las CDR pueden no seguir de forma
estricta uno de los procedimientos anteriores, pero sin
embargo, se superpondrdn con al menos una porciédn de las CDR
de Kabat, aungque pueden acortarse o alargarse en vista de la
predicciédn o hallazgos experimentales que los residuos o
grupos de residuos particulares o incluso todas las CDR que
no impactan significativamente la unidén al antigeno. Como se
utiliza en la presente, una CDR puede referirse a las CDR
definidas por cualquier procedimiento conocido en la técnica,
incluyendo combinaciones de procedimientos. Los métodos

utilizados en la presente pueden utilizar las CDR definidas
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de acuerdo con cualquiera de estos procedimientos. Para
cualquier modalidad dada que contenga més de una CDR, las CDR
pueden definirse de acuerdo con cualqgquiera de las
definiciones de Kabat, Chothia, extendida, AbM, de contacto
y/o conformacional.

Los términos “polipéptido”, “oligopéptido”,
“péptido” y “proteina” se utilizan de modo intercambiable en
la presente para referirse a las cadenas de aminoacidos de
cualgquier longitud, de preferencia, relativamente corta (por
ejemplo, 10-100 aminodcidos). La cadena puede ser lineal o
ramificada, puede comprender aminodcidos modificados vy/o
pueden interrumpirse por aminocacidos no modificados. Los
términos también abarcan una cadena de aminoadcidos que se han
modificado de forma natural o por intervencidn; por ejemplo,
formaciédn de enlaces disulfuro, glicosilacidén, lipidaciédn,
acetilacidén, fosforilacidédn o cualquier otra manipulacidén o
modificacién, tal como la conjugacidén con un componente
etiquetado. También incluidas dentro de la definicidén son,
por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas andlogos de
un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no
naturales, etc.), asi como otras modificaciones conocidas en

la técnica. Se entendera que los polipéptidos pueden aparecer
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como cadenas simples o cadenas asociadas.

Los anticuerpos de la invencidén pueden producirse
al utilizar técnicas bien conocidas en el arte, por ejemplo,
tecnologias recombinantes, tecnologias de visualizacidén de
fagos, tecnologia sintética o combinaciones de tales
tecnologias u otras tecnologias ya conocidas en el arte (ver,
por ejemplo, Jayasena, S.D., Clin. Chem., 45: 1628-50, 1999 y
Fellouse, F.A., et al, J. MoI. Biol., 373(4):924-40, 2007).

Como se conoce en la técnica, “polinucledbétido” o
“acido nucleico” como se utiliza de forma intercambiable en
la presente, se refiere a cadenas de nucledtidos de cualquier
longitud e incluye ADN y ARN. Los nucledétidos pueden ser
desoxiribonucledétidos, ribonucledétidos, nucledétidos o Dbases
modificadas y/o sus andlogos o cualguier sustrato que pueda
incorporarse en una cadena mediante ADN o ARN polimerasa. Un
polinucledétido puede comprender nucledétidos modificados,
tales como nucledétidos metilados y sus anadlogos. Si estan
presentes, la modificacién de la estructura nucleotidica
puede impartirse antes o después del ensamblaje de la cadena.
La secuencia de nucledétidos puede interrumpirse mediante
componentes no nucleotidicos. Un polinucledtido puede

modificarse aun més después de la polimerizacidén, tal como
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mediante la conjugacidén con un componente etiquetado. Otros
tipos de modificaciones incluyen, por ejemplo,
“protecciones”, la sustitucién de uno o més de los
nucledtidos de origen natural con un anadlogo, modificaciones

entre nucledétidos tales como, por ejemplo, aquellos con

enlaces sin carga (por ejemplo, metilfosfonatos,
fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.) y con
enlaces con carga (por ejemplo, fosforotioatos,

fosforoditiocatos, etc.), aquellos que contienen porciones
ramificadas, tales como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo,
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos de sefial, poli-L-
lisina, etc.), aquellos <con intercaladores (por ejemplo,
acridina, psoralen, etc.), aquellos que contienen queladores
(por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales
oxidantes, etc.), aquellos que contienen agentes
alquiladores, aquellos con enlaces modificados (por ejemplo,
dcidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como formas no
modificadas de los polinucledétidos. Ademés, pueden
reemplazarse cualquiera de los grupos hidroxilo presentes de
forma ordinaria en los azlUcares, por ejemplo, mediante grupos
fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos protectores

estadndar o activados para preparar enlaces adicionales o
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pueden conjugarse a soporte sdélidos. E1 OH 5’ y 3’ terminal
puede fosforilarse o sustituirse con aminas o porciones de
grupos protectores organicos de 1 a 20 4tomos de carbono.
Otros hidroxilos también pueden derivarse a grupos
protectores estandar. Los polinucledétidos también pueden
contener formas andlogas de azlucares de ribosa o)
desoxirribosa que se conocen en general en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, 2’'-O-metil-, 2’-0-alil, 2’'-fluoro- o
2’ -azido-ribosa, andlogos de azlUcares carbociclicos, azlcares
alfa- o Dbeta-anoméricos, azlcares epiméricos tales como
azlcares de arabinosa, xilosas o lixosas, piranosa, azucares
de furanosa, sedoheptulosas, anadlogoso aciclicos y anédlogos
de nuclebdésido abidsico tales como metilribdésido. Uno o més
enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse mediante grupos de
enlace alternativo. Esos grupos de enlace alternativo
incluyen, pero no se limitan a, modalidades donde el fosfato
se reemplaza por P(0)S (“tioato”), P(S)S (“ditiocato”), (O)NR:
(“amidato”), P(O)R, P(O)OR’', CO o CHz (“formacetal”), en
donde cada uno de R o R’ es independientemente H o alquilo
sustituido o no sustituido (de 1-20 C) que contiene
opcionalmente un enlace éter (-0-), arilo, alquenilo,

cicloalgquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces
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en un polinucledétido necesitan ser idénticos. La descripcidn
precedente aplica a todos los polinucledétidos denominados en
la presente, incluyendo ARN y ADN.

Como se conoce en la técnica una “regidn constante”
de un anticuerpo se refiere a la regidén constante de la
cadena ligera de anticuerpo o a la regidén constante de la
cadena pesada de anticuerpo, ya sea sola o en combinacidn.

Como se utiliza en la presente, “sustancialmente
puro” se refiere a un material que es al menos 50% puro (es
decir, libre de contaminantes), de mayor preferencia, al
menos 90% puro, de mayor preferencia, al menos 95% puro,
incluso de mayor preferencia, al menos 98% puro y de mayor
preferencia, al menos 99% puro.

Una “célula huésped” incluye una célula individual
o cultivo celular gque puede ser o ha sido un receptor de
vectores para la incorporacién de insertos de
polinucledétidos. Las células huésped incluyen la progenie de
una célula huésped simple y la progenie no necesariamente
puede ser completamente idéntica (en morfologia o en el
complemento de ADN gendémico) a la célula progenitora original
debido a una mutacidédn natural, accidental o deliberada. Una

célula huésped incluye células transfectadas in vivo con
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polinucledtidos de esta invencidn.

Como se conoce en la técnica, el término “regidn de
Fc” se wutiliza para definir una regidén C-terminal de una
cadena pesada de inmunoglobulina. La “regidén de Fc” puede ser
una regidén de Fc de secuencia natural o una regidén de Fc
variante. Aunque los limites de la regidén Fc de una cadena
pesada de inmunoglobulina puede variar, la regidén de FC de 1la
cadena pesada de IgG normalmente se define para ampliarse
desde un residuo de aminodcidos en la posicidén Cys226 o desde
Pro230, hasta el término carboxilo de la misma. La numeracidn
de los residuos en la regidén de Fc es la del indice EU como
en Kabat. Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991. La regidn
de Fc de una inmunoglobulina comprende en general dos
regiones constantes, CH2 y CH3.

Como se utiliza en la presente en relacidédn con un
anticuerpo, el término “competir”, significa que un primer
anticuerpo o un fragmento (o porcidén )de unidn al antigeno
del mismo, se une a un epitopo de una manera lo
suficientemente similar a la unidén de un segundo anticuerpo o

a una porcidén de unidn al antigeno del mismo, de modo que el
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resultado de la unidén del primer anticuerpo con su epitopo
cognado pueda detectarse reducido en presencia del segundo
anticuerpo comparado con la unién del primer anticuerpo en
ausencia del segundo anticuerpo. La alternativa, donde la
unidén del segundo anticuerpo a su epitopo también puede
detectarse reducido en presencia del primer anticuerpo,
puede, pero no necesita ser el caso. Es decir, un primer
anticuerpo puede inhibir la unidén de un segundo anticuerpo a
su epitopo sin que el segundo anticuerpo inhiba la unidén del
primer anticuerpo a su epitopo respectivo. Sin embargo,
cuando cada anticuerpo inhibe de forma detectable la unidn
del otro anticuerpo con su epitopo o ligando cognado, ya sea
en el mismo, mayor o menor grado, se dice que los anticuerpos
“compiten de forma cruzada” entre si para unirse a sus
epitopos respectivos. Ambos anticuerpos que compiten vy
compiten de forma cruzada se abarcan por la ©presente
invencién. En relacién con el mecanismo mediante el cual
ocurre tal competencia o competencia cruzada (por ejemplo,
impedimento estérico, cambio conformacional o unidén a un
epitopo o porcidédn comin del mismo), el técnico experimentado
podria apreciar con base en las ensefianzas provistas en la

presente, que tales anticuerpos de competencia y/o
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competencia cruzada se abarcan y pueden ser Utiles para 1los
métodos descritos en la presente.

Una “regidén de FC con secuencia nativa” comprende
una secuencia de aminocacidos i1déntica a las secuencias de
aminoadcidos de una regidén de Fc encontrada en la naturaleza.
Una “regién de Fc variante” comprende una secuencia de
aminoacidos que difiere de 1la de wuna regidén de Fc con
secuencia nativa en virtud de al menos una modificacidén de
aminodcido, incluso retiene al menos una funcidn efectora de
la regién de Fc con secuencia nativa. En algunas modalidades,
la regidén de Fc variante tiene al menos una sustitucidén de
aminoacido comparada con una regidén de Fc de secuencia nativa
o con la regién de Fc de un polipéptido original, por
ejemplo, desde aproximadamente uno a aproximadamente diez
sustituciones de aminoacidos y de preferencia, desde
aproximadamente uno a aproximadamente cinco sustituciones de
aminoadcidos en una regidén de Fc con secuencia nativa o en la
regién de Fc del polipéptido original. La regidén de Fc
variante en la presente poseerd de preferencia al menos
aproximadamente 80% de identidad de secuencia con una regidn
de Fc con secuencia nativa y/o con una regién de Fc de un

polipéptido original y de mayor ©preferencia, al menos
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de identidad de secuencia del mismo, de

al menos aproximadamente 95%, al menos

al menos aproximadamente 97%, al menos

98%, al menos aproximadamente 99% de

identidad de secuencia del mismo.

Como se utiliza en la presente,

el término “CD123”

se refiere a cualquier forma de CD123 y variantes del mismo

que mantienen al menos parte de la actividad de CD123.

menos que se indique de modo diferente,
referencia especifica a CD123 de humano,
las especies de mamiferos de CD123 con secuencia nativa,

ejemplo, de

humano,

tal como mediante la

CD123 incluye todas
por
felino, bovino.

canino, equino vy

Secuencias de CD123 ejemplares se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

SEQI
NO.:

DESCRIPCION

SECUENCIA

CD123 de
humano, péptido
de isoforma larga
(péptido de senial
subrayado)

METDTLLLWVLLLWVPGSTG

TKEDPNPPITNLRMKAKAQQLTWDLNRNVTDIECVKDADYSMPAVNNSYCQ
FGAISLCEVTNYTVRVANPPFSTWILFPENSGKPWAGAENLTCWIHDVDFLS
CSWAVGPGAPADVQYDLYLNVANRRQQYECLHYKTDAQGTRIGCRFDDIS

RLSSGSQSSHILVRGRSAAFGIPCTDKFVVFSQIEILTPPNMTAKCNKTHSFM
HWKMRSHFNRKFRYELQIQKRMQPVITEQVRDRTSFQLLNPGTYTVQIRAR
ERVYEFLSAWSTPQRFECDQEEGANTRAWRTSLLIALGTLLALVCVFVICRR
YLVMQRLFPRIPHMKDPIGDSFQNDKLVVWEAGKAGLEECLVTEVQVVQKT

CD123 de
humano, ECD de
isoforma larga
con etiquetas
Flag y Avi
(péptido de senial
y etiquetas
subrayados)

METDTLLLWVLLLWVPGSTG

TKEDPNPPITNLRMKAKAQQLTWDLNRNVTDIECVKDADYSMPAVNNSYCQ
FGAISLCEVTNYTVRVANPPFSTWILFPENSGKPWAGAENLTCWIHDVDFLS
CSWAVGPGAPADVQYDLYLNVANRRQQYECLHYKTDAQGTRIGCRFDDIS
RLSSGSQSSHILVRGRSAAFGIPCTDKFVVFSQIEILTPPNMTAKCNKTHSFM
HWKMRSHFNRKFRYELQIQKRMQPVITEQVRDRTSFQLLNPGTYTVQIRAR
ERVYEFLSAWSTPQRFECDQEEGANTRAWR

GGPPDYKDDDDKGGGLNDIFEAQKIEWHE
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CD123 de
humano,
isoforma corta
(péptido de senal
subrayado)

METDTLLLWVLLLWVPGSTG

TKEGKPWAGAENLTCWIHDVDFLSCSWAVGPGAPADVQYDLYLNVANRRQ
QYECLHYKTDAQGTRIGCRFDDISRLSSGSQSSHILVRGRSAAFGIPCTDKF
VVFSQIEILTPPNMTAKCNKTHSFMHWKMRSHFNRKFRYELQIQKRMQPVIT
EQVRDRTSFQLLNPGTYTVQIRARERVYEFLSAWSTPQRFECDQEEGANTR
AWRTSLLIALGTLLALVCVFVICRRYLVMQRLFPRIPHMKDPIGDSFQNDKLV
VWEAGKAGLEECLVTEVQVVQKT

CD123 de
Cynomolgus,
ECD con
etiquetas Flag y
Avi (péptido de
sefal y etiquetas
subrayadas)

METDTLLLWVLLLWVPGSTGQ

TKEDPNAPIRNLRMKEKAQQLMWDLNRNVTDVECIKGTDYSMPAMNNSYC
QFGAISLCEVTNYTVRVASPPFSTWILFPENSGTPRAGAENLTCWVHDVDFL
SCSWVVGPAAPADVQYDLYLNNPNSHEQYRCLHYKTDARGTQIGCRFDDIA
RLSRGSQSSHILVRGRSAAVSIPCTDKFVFFSQIERLTPPNMTGECNETHSF
MHWKMKSHFNRKFRYELRIQKRMQPVRTEQVRDTTSFQLPNPGTYTVQIR
ARETVYEFLSAWSTPQRFECDQEEGASSRAWRGGPPDYKDDDDKGGGLN
DIFEAQKIEWHE

anticuerpos

bloquean,

anticuerpos

farmaco

Como se

utiliza en la presente, “anticuerpo de

se refiere a un anticuerpo que se une especificamente

mediados

anticuerpo de

por

a CD123 y modula la actividad bioldgica y/o eventos corriente

CD123. En algunas modalidades, el

CD123 es un anticuerpo antagonista. Los
antagonistas de CD123 abarcan anticuerpos que

antagonizan, suprimen o reducen (en cualquier

incluyendo de forma significativa) la actividad

biolébgica de CD123,

seflalizacidén corriente abajo de IL-3,

supervivencia

de CD123 vy conjugados

incluyendo eventos corriente abajo

mediados por CD123, tales como, por ejemplo, la unidén vy/o

fosforilacidén de STATS
de células multipotentes. Ejemplos de

de anticuerpo de CDI123-

(“"ADC de CD123”) se proporcionan en la presente.
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Como se utiliza en la presente, “tratamiento” es un
procedimiento para obtener resultados clinicos benéficos o
deseados. Para propdsitos de esta invencidn, los resultados
clinicos benéficos o deseados incluyen, pero no se limitan a
uno o mas de los siguientes: reducir la proliferacidén (o
destruccidén) de células neoplésicas o cancerosas, inhibir la
metastasis de las células neopléasicas, remisidédn de una
enfermedad asociada a CD123 (por ejemplo, cancer o enfermedad
autoinmune), reducir 1los sintomas que resultan de una
enfermedad asociada a CD123 (por ejemplo, cancer o enfermedad
autoinmune), incrementar la calidad de vida de los que sufren
de una enfermedad asociada a CD123 (por ejemplo, céancer o
enfermedad autoinmune), reducir la dosis de otros
medicamentos requeridos para tratar una enfermedad asociada a
CD123 (por ejemplo, cancer o enfermedad autoinmune), retardar
el avance de una enfermedad asociada a CDl123 (por ejemplo,
cancer o enfermedad autoinmune), curar una enfermedad
asociada a CD123 (por ejemplo, cancer o) enfermedad
autoinmune), vy/o prolongar la supervivencia de los sujetos
que tienen una enfermedad asociada a CD123 (por ejemplo,
cdncer o enfermedad autoinmune) .

“Mejorar” significa una ralentizacidédn o mejora de
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uno o mas sintomas cuando se compara con no administrar un
anticuerpo de CD123 o un ADC de CD123. “Mejorar” también
incluye el acortamiento o reduccién de 1la duracidén de un
sintoma.

Como se utiliza en la presente, una “dosificaciédn
efectiva” o “cantidad efectiva” de féarmaco, compuesto o
composicién farmacéutica es wuna cantidad suficiente para
afectar cualquiera de wuno o méas resultados Dbenéficos o
deseados. Para uso profilédctico, los resultados benéficos o
beneficiosos incluyen eliminar o) reducir el riesgo,
ralentizar la gravedad o retardar el inicio de la enfermedad,
incluyendo sintomas biogquimicos, histoldgicos y/o de
comportamiento de la enfermedad, sus complicaciones vy
fenotipos patoldgicos intermedios que se presenten durante el
Desarrollo de 1la enfermedad. Para wuso terapéutico, 1los
resultados benéficos o deseados incluyen resultados clinicos
tales como una incidencia reductora o mejora de uno mas
sintomas de diversas enfermedades o padecimientos asociados a
CD123 (tales como, por ejemplo, sin limitacidn, cancer),
reducir la dosis de otros medicamentos requeridos para tratar
la enfermedad, intensificar el efecto de otro medicamento y/o

retardar el avance de la enfermedad de los sujetos asociada a
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CD123. Una dosificacién efectiva puede administrarse en una o
mas administraciones. Para propdsitos de esta invencidn, una
dosificacién efectiva de féarmaco, compuesto o composicidn
farmacéutica es una cantidad suficiente para acompafiar el
tratamiento profildctico o terapéutico vya sea de forma
directa o indirecta. Como se entiende en el contexto clinico,
una dosificacidén efectiva de un farmaco, compuesto ©
composicidén farmacéutica puede lograrse o no junto con otro
farmaco, compuesto o composicidén farmacéutica. De este modo,
una “dosificacién efectiva” puede considerarse en el contexto
de administrar uno o mas agentes terapéuticos vy puede
considerarse un agente unitario para dares en una cantidad
efectiva si puede ser o se logra un resultado deseado junto
con uno o mas agentes diferentes.

Un “individuo” o un “sujeto” es un mamifero, de
mayor preferencia, un humano. Los mamiferos también incluyen,
pero no se limitan a, animales de granja, animales
deportivos, mascotas, primates, caballos, perros, gatos,
ratones y ratas.

Como se utiliza en la presente, “wector” significa
un constructo, el cual es capaz de administrar, vy de

preferencia, expresar uno O mas genes O secuencias de interés
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en una célula huésped. Ejemplos de vectores incluyen, pero no
se limitan a, vectores virales, vectores de expresidén de AND
o ARN desnudo, vectores de pléasmidos, cobésmidos o fagos,
vectores de expresidén de AND o ARN asociados con agentes de
condensacidén catidnica, vectores de expresidn de ADN o ARN
encapsulados en liposomas vy ciertas células eucaridticas,
tales como células productoras.

Como se wutiliza en la presente, “secuencia de
control de la expresidén” significa una secuencia de 4acidos
nucleicos que dirige la transcripcidén de un &acido nucleico.
Una secuencia de control de 1la expresidn puede ser un
promotor, tal como un promotor constitutivo o inducible o un
intensificador. La secuencia de control de la expresidén se
enlaza de forma operativa a la secuencia de acidos nucleicos
para transcribirse.

Como se utiliza en la presente, “portador
farmacéuticamente aceptable” o “excipiente farmacéuticamente
aceptable” incluye cualquier material gque cuando se combina
con un ingrediente activo, permite al ingrediente mantener su
actividad bioldégica y no es reactiva con el Sistema inmune
del sujeto. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a,

cualgquiera de los portadores farmacéuticos estandar tales
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como una solucidén salina amortiguada por fosfato, agua,
emulsiones tales como una emulsidén de aceite/agua y diversos
tipos de agentes humectantes. Los diluyentes preferidos para
su administracidédn en aerosol o parenteral son la solucidn
salina amortiguada por fosfato (PBS) o la solucidén salina
normal (al 0.9%). Las composiciones que comprenden tales
portadores se formulan mediante métodos convencionales bien
conocidos (ver, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 18a edicién, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1990; vy Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 2la edicidén Mack Publishing, 2005).

Como se utiliza en la ©presente, el término
“etiqueta que contiene glutamina donadora de acilo” o
“etiqueta de glutamina” se refiere a un polipéptido o una
proteina que contiene uno o mas residuos de Gln que actuian
como un aceptor de amina transglutaminasa. Ver, por ejemplo,
Publicaciones PCT Nos. W02012059882 y W02015015448, 1las
cuales se 1incorporan en la presente para referencia en su
totalidad.

Como se utiliza en la ©presente, el término
“Kasociacion”, Se refiere a la tasa constante de asociacidédn de

un anticuerpo a un antigeno. Especificamente, las tasas
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constantes (Kasociacién Y Kdisociacion) y las constantes de
disociacidén de equilibrio se miden al utilizar las IgG vy
proteinas de CD123 (por ejemplo, proteina de fusidén de CD123-
Fc) .

Como se utiliza en la ©presente, el término
“kdisociacion”, se refiere a la tasa constante de disociacidédn de
un anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno.

Como se utiliza en la presente, el término “Kp” se
refiere a la constante de disociacidén de equilibrio de una
interaccidén anticuerpo-antigeno.

La referencia a Taproximadamente” un valor o
parametro en la presente incluye (y describe) modalidades que
se dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la
descripcidén denominada a “aproximadamente X” incluye la
descripcidn de “X”. Los margenes numéricos son inclusivos de
los nUmeros que definen el margen.

Como se utiliza en la presente, CPI se refiere a
1,2,8,8a-tetrahidrociclopropalclpirrolo[3,2-e]lindol-4 (5H) -ona
o una forma sustituida o derivada del mismo. CPI también
puede referirse a la forma seco de CPI o CPI seco, que
también se conoce como 8- (clorometil)-1-metil-3,6,7,8-

tetrahidropirrolo[3,2-e]indol-4-01 o wuna forma (o formas)
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sustituida o derivada del mismo.

Se entenderd que donde sea que las modalidades se
describan en la presente con el idioma “que comprende”, o de
otro modo también se proporcionan modalidades anélogas
descritas en términos de “que consiste de” y/o “que consiste
esencialmente de”.

Cuando los aspectos o modalidades de la invencidn
se describen en términos de un grupo de Markush u otra
agrupacién de alternativas, la presente invencidén no sdélo
abarca todo el grupo listado como un total, sino cada miembro
del grupo de modo individual y todos los subgrupos posibles
del grupo principal, sino también el grupo principal ausente
de uno o mas de los miembros del grupo. La presente invencidn
también contempla la exclusién explicita de uno o mas de
cualquiera de los miembros del grupo en la invenciédn
reivindicada.

A menos que se defina de otro modo, todos los
términos técnicos y cientificos wutilizados en la presente
tienen el mismo significado como se entenderd cominmente por
cualquiera con experiencia ordinaria en la técnica a la cual
pertenece esta invencidédn. En caso de conflicto, controlard la

presente especificacidén incluyendo las definiciones. A través
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de toda esta especificacidén y reivindicaciones, se entendera
que la palabra “comprende” o variaciones tales como
“comprender” o “que comprende” implica la inclusién de un
numero entero establecido o grupo de numeros enteros pero no
la exclusidén de ninguin otro numero entero o grupo de numeros
enteros. A menos que se requiera de otro modo por el
contexto, los términos en singular incluirdn las pluralidades
y los términos en plural incluirdn el singular.

Se describen en la presente métodos y materiales
ejemplares, aunque también pueden utilizarse en la practica
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos
en la presente o probarse de la presente invencidén. Los
materiales, métodos y ejemplos solo son ilustrativos y no

pretenden ser limitantes.

Anticuerpos de CD123 y conjugados de anticuerpo-farmaco

La presente invencidén proporciona anticuerpos que
se unen a CD123 (por ejemplo, CD123 de humano (por ejemplo,
SEQ ID NO.: 1)) vy conjugados (tales como conjugados de
anticuerpo-fadrmaco o ADC) que comprenden un anticuerpo anti-
CD123, caracterizado por cualgquiera de una o méas de las

siguientes caracteristicas: (a) trata, previene mejora uno o
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mas sintomas de un padecimiento asociado con células malignas
que expresan CD123 en un sujeto (por ejemplo, cancer tal
como, sin limitacidén, AML, B-ALL, HCL, etc.); (b) inhibe el
crecimiento o avance del tumor en un sujeto (que tiene un
tumor maligno que expresa CD123); (c) inhibe la metéastasis de
células (malignas) cancerigenas que expresan CD123 en un
sujeto (que tiene una o méds células malignas gue expresan
CD123); (d) dinduce 1la regresidn (por ejemplo, regresidn a
largo plazo) de un tumor que expresa CD123; y (e) ejerce una
actividad citotéxica en células malignas que expresan CD123.
Los anticuerpos UuUtiles en la presente invencidn
pueden abarcar anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, Fab,
Fab’, F(ab’) 2, Fv, Fc, etc.), anticuerpos quiméricos,
anticuerpos biespecificos, anticuerpos heteroconjugados, de
cadena simple (ScFv), mutantes de los mismos, proteinas de
fusién que comprenden una porcidén de anticuerpo (por ejemplo,
un anticuerpo de dominio), anticuerpos humanizados %
cualgquier otra configuracidén modificada de la molécula de
inmunoglobulina que comprende un sitio de reconocimiento de
antigeno de la especificidad requerida, incluyendo variantes

de glicosilacidén de anticuerpos, variantes de secuencia de
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aminoacidos de anticuerpos y anticuerpos modificados de modo
covalente. Los anticuerpos pueden ser de murino, rata, humano
o de cualquier otro origen (incluyendo anticuerpos quiméricos
o humanizados). En algunas modalidades, el anticuerpo de
CD123 como se describe en la presente es un anticuerpo
monoclonal. Por ejemplo, el anticuerpo de CD123 puede ser un
anticuerpo monoclonal humanizado, anticuerpo de humano o un
anticuerpo monoclonal quimérico.

En algunas modalidades, el anticuerpo puede
comprender una regién constante modificada, tal como, por
ejemplo sin limitacidén, wuna regidn constante que tiene un
potencial incrementado de provocar una respuesta inmune. Por
ejemplo, la regidén constante puede modificarse para tener una
afinidad incrementada a un receptor de Fc gamma tal como, por
ejemplo, FcyRI, FcyRIIA o FcyIII. En algunas modalidades, el
anticuerpo puede comprender una regidn constante que es
inmunoldégicamente inerte, es decir, que tiene un potencial
reducido para provocar una respuesta inmune. En algunas
modalidades, la regidén constante se modifica como se describe
en Eur. J. Immunol., 29:2613-2624, 1999; Solicitud PCT No.
PCT/GB99/01441; vy/o Solicitud de Patente del Reino Unido No.

98099518. La Fc puede ser IgGl de humano, IgGZ2 de humano,
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IgG3 de humano o IgG4 de humano. La Fc puede ser IgG2 de
humano que contiene la mutacién de A330P331 a S330S331
(IgG2ha), en la cual los residuos de aminodcidos se numeran
con referencia a la secuencia de IgG2 de tipo silvestre. Eur.
J. Immunol., 29:2613-2624, 1999. En algunas modalidades, el
anticuerpo comprende una regidén constante de IgG4 que
comprende las siguientes mutaciones (Armour et al., Molecular
Immunology 40 585-593, 2003): de E233F234L235 a P233V234A235
(IgG4Ac), en la cual la numeracién es con referencia a la
IgG4 de tipo silvestre. Incluso en otra modalidad, la Fc es
IgG4 de humano de E233F234L235 a P233V234A235 con 1la
supresidén G236 (IgG4Ab). En otra modalidad, la Fc es
cualquiera de Fc de IgG4 de humano (IgG4, IgG4Ab o IgG4Ac)
que contiene la mutacidén S228 a P228 (Aalberse et al.,
Immunology 105, 9-19, 2002) de estabilizacidén de la bisagra.
En otra modalidad, la Fc puede ser una Fc aglicosilada.

En algunas modalidades, la regidén constante puede
ser aglicosilada al hacer mutar el residuo de unidén al
oligosacéarido (tal como Asn297) vy/o flanquear los residuos
que son parte de la secuencia de reconocimiento de 1la
glicosilacién en la regidn constante. En algunas modalidades,

la regidén constante estd aglicosilada para una glicosilaciédn
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enzimaticamente N-enlazada. La regidén constante puede ser
aglicosilada para una glicosilacién enzimaticamente N-
enlazada o mediante la expresidén en una célula huésped
deficiente de glicosilacidn.

Una manera para determinar la afinidad de unidén de
los anticuerpos a CD123 es al medir la afinidad de unidén de
los fragmentos de Fab monofuncional del anticuerpo. Para
obtener fragmentos de Fab monofuncional, puede escindirse un
anticuerpo (por ejemplo, IgG) con papaina o expresarse de
modo recombinante. La afinidad de un fragmento de Fab de
CD123 de un anticuerpo puede determinarse mediante la
resonancia de plasmén de superficie (Sistema de resonancia de
plasmén de superficie (SPR) Biacore™ 3000™, Biacore™, INC,
Piscataway NJ) equipado con chips (SA) de sensores de
estreptavidina inmovilizada previamente o Fc anti-ratdén o Fc
anti-humano utilizando el amortiguador de ejecucidédn HBS-EP
(HEPES 0.01 M, pH 7.4, NaCl 0.15, EDTA 3 mM, Tensiocactivo P20
al 0.005% v/v). E1l CD123 de humano biotinilado o fusidén de Fc
puede diluirse en un amortiguador HBS-EP a una concentracidn
menor de 0.5 upg/mL e inyectarse a través de los canales del
chip individual utilizando tiempos de contacto variable para

lograr dos margenes de densidad del antigeno, ya sea 50-200
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unidades de respuesta (RU) para los estudios <cinéticos
detallados o de 800-1,000 RU para los ensayos de detecciédn.
Los estudios de regeneracién han mostrado que NaOH 25 mM en
etanol al 25% v/v elimina de forma efectiva la unidén de Fab
mientras mantiene la actividad de CD123 en el chip por mas de
200 inyecciones. Normalmente, las diluciones en serie (que
abarcan concentraciones de 0.1-10x Kp estimada) de muestras
de Fab purificadas se inyectaron durante 1 min a 100
pL/minuto y se permiten tiempos de disociacién de hasta 2
horas. Las concentraciones de las proteinas de Fab se
determinan mediante ELISA vy/o electroforesis de SDS-PAGE
utilizando wuna concentracidén conocida de Fab (como se
determina mediante el andlisis de aminoacidos) como un
estadndar. Las tasas de asociacidédn cinética (Kasociacien) Yy tasas
de disociacidn (kdisociacion) Se obtienen de forma simultanea al
ajustar los datos globalmente a un modelo de wunién de

Langmuir 1:1 (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam, L. Petersson,

B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110) al wutilizar el
programa BIAevaluation. Los valores de la constante de
disociacidn de equilibrio (Kp) se calculan como

Kdisociacion/ Kasociacién. Este protocolo es adecuado para su uso al

determinar la afinidad de unidén de un anticuerpo en cualqgquier
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CD123, incluyendo CD123 de humano, CD123 de otro mamifero
(tal como CD123 de ratdén, CD123 de rata o CD123 de primate),
asi como diferentes formas de CD123 (por ejemplo, CD123
glicosilado). La afinidad de unidén de un anticuerpo se mide
en general a 25°C, pero también puede medirse a 37°C. La
afinidad de wunién (Kp) del anticuerpo de CD123 como se
describe en la presente para CD123 (tal como CD123 de humano
(por ejemplo, (SEQ ID NO.: 1) puede ser aproximadamente de
0.002 nM a aproximadamente 6500 nM. En algunas modalidades,
la afinidad de unién es aproximadamente cualquiera de 6500
nm, 6000 nm, 5986 nm, 5567 nm, 5500 nm, 4500 nm, 4000 nm,
3500 nm, 3000 nm, 2500 nm, 2134 nm, 2000 nm, 1500 nm, 1000
nm, 750 nm, 500 nm, 400 nm, 300 nm, 250 nm, 200 nM, 193 nM,
100 nM, 90 nM, 50 nM, 45 nM, 40 nM, 35 nM, 30 nM, 25 nM, 20
nM, 19 nm, 18 nm, 17 nm, 16 nm, 15 nM, 10 nM, 8 nM, 7.5 nM, 7
nM, 6.5 nM, 6 nM, 5.5 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0.5
nM, 0.3 nM, 0.1 nM, 0.01 nM o 0.002 nM. En algunas
modalidades, la afinidad de unioén es menor que
aproximadamente cualgquiera de 6500 nm, 6000 nm, 5500 nm, 5000
nm, 4000 nm, 3000 nm, 2000 nm, 1000 nm, 900 nm, 800 nm, 250
nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 7.5 nM, 7 nM,

6.5 nM, 6 nM, 5 nM, 4.5 nM, 4 nM, 3.5 nM, 3 nM, 2.5 nM, 2 nM,
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1.5 nM, 1 nM o 0.5 nM.

Como se describen en la presente, los anticuerpos
de CD123 pueden elaborarse mediante cualquier método conocido
en la técnica. Para la produccidén de lineas celulares de
hibridoma, la via vy esquema de inmunizacidédn del animal
huésped se mantienen en general con técnicas establecidas vy
convencionales para la estimulacidén y produccidn del
anticuerpo, como se describe aun més en la presente. Las
técnicas generales para la produccién de anticuerpos de
humano y de ratdén se conocen en la técnica y/o se describen
en la presente.

En algunas modalidades, un anticuerpo de CD123
puede comprender una regidén variable de cadena pesada (VH)
que comprende tres CDR de una VH que comprende las secuencias
de aminodcidos de las Nos. de SEQ ID: 6, 24, 32, 44, 51 o 64.
En algunos aspectos de la invencidédn, un anticuerpo comprende
una regidén variable de cadena ligera (VL) gque comprende tres
CDR de una VL que comprende las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO.: 17, 28, 39, 48, 57 o 71. En algunos aspectos de
la invencién, un anticuerpo comprende una VH qgque comprende
tres CDR de una VH que comprende las secuencias de

aminoacidos de Nos. de SEQ ID: 6, 24, 32, 44, 51 o 64 y una
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VL gque comprende tres CDR de wuna VL que comprende las
secuencias de aminodcidos de SEQ ID NO.: 17, 28, 39, 48, 57 o
71. En otras modalidades, un anticuerpo de CD123 puede
comprender una VH que comprende las secuencias de aminoacidos
de Nos. de SEQ ID: 7, 8 yv 9 y una VL que comprende las
secuencias de aminodcidos de Nos. de SEQ ID: 18, 19 y 20. En
otras modalidades, un anticuerpo de CD123 pueden comprender
una VH que comprende las secuencias de aminoacidos de Nos. de
SEQ ID: 7, 25 y 9 y una VL que comprende las secuencias de
aminoadcidos de los Nos. de SEQ ID: 18, 19 y 20. En otras
modalidades, un anticuerpo de CD123 pueden comprender una VH
que comprende las secuencias de aminodcidos de los Nos. de
SEQ ID: 33, 34 y 35 y una VL que comprende las secuencias de
aminoadcidos de los Nos. de SEQ ID: 40, 41 y 42. En otras
modalidades, un anticuerpo de CD123 pueden comprender una VH
que comprende las secuencias de aminodcidos de los Nos. de
SEQ ID: 33, 45 y 46 y una VL que comprende las secuencias de
aminoadcidos de los Nos. de SEQ ID: 40, 41 y 42. En otras
modalidades, un anticuerpo de CD123 pueden comprender una VH
que comprende las secuencias de aminodcidos de los Nos. de
SEQ ID: 52, 53 y 54 y una VL que comprende las secuencias de

aminoacidos de los Nos. de SEQ ID: 58, 59 y 60. En otras
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modalidades, un anticuerpo de CD123 pueden comprender una VH
que comprende las secuencias de aminoadcidos de los Nos. de
SEQ ID: 65, 66 y 67 y una VL que comprende las secuencias de
aminoacidos de los Nos. de SEQ ID: 72, 73 y 74.

Las regiones variables de cadena pesada vy las
regiones variables de cadena ligera del anticuerpo de CD123
representativas pueden comprender las secuencias de
aminoadcidos de los Nos. de SEQ ID: 6, 24, 32, 44, 51 y 64 y
los Nos. de SEQ ID: 17, 28, 39, 48, 57 y 71, respectivamente.
Las cadenas ligeras y cadenas pesadas amino del anticuerpo de
CD123 representativo pueden comprender las secuencias de
aminoacidos de los Nos. de SEQ ID: 15, 27, 37, 47, 55 vy 69 vy
los Nos. de SEQ ID: 23, 30, 43, 49, 62 y 76, respectivamente.
Las secuencias del anticuerpo de CD123 representativas se

muestran en la Tabla 2.0.
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Tabla 2.0 Secuencias del anticuerpo de CD123 representativas

Secuencias de cadena pesada Secuencias de cadena ligera
Anticuerpo CDR1 CDR2 CDR3 VH HC CDR1 de CDR2 de CDR3 VL LC

de HC de HC de HC LC LC deLC
18G3 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:7 NO.: 8 NO.:9 NO.:6 NO.: 15 NO.: 18 NO.: 19 NO.: 20 NO.: 17 NO.: 23
h18G3 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:7 | NO.:25 | NO..9 | NO..24 NO.: 27 NO.: 18 NO.: 19 NO.: 20 NO.: 28 NO.: 30
16D6 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:33 | NO.:34 | NO.:35 | NO.: 32 NO.: 37 NO.: 40 NO.: 41 NO.: 42 NO.: 39 NO.: 43
h16D6 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:33 | NO.:45 | NO.:46 | NO. 44 NO.: 47 NO.: 40 NO.: 41 NO.: 42 NO.: 48 NO.: 49
3D1 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:52 | NO.:53 | NO.:54 | NO.:51 NO.: 55 NO.: 58 NO.: 59 NO.: 60 NO.: 57 NO.: 62
2007 SEQID | SEQID | SEQID | SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO.:65 | NO.:66 | NO..67 | NO. 64 NO.: 69 NO.: 72 NO.: 73 NO.: 74 NO.: 71 NO.: 76

Los anticuerpos de CD123 ejemplares proporcionados
en la presente incluyen 18G3, 18G3 (h18G3) humanizado, 16D6,
16D6 (hl6D6) humanizado, 3D1 y 20D7 mostrados en la Tabla
2.1. Las secuencias mostradas en la Tabla 2.1 son secuencias

de aminocdcidos a menos que se indique de otro modo.
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Tabla 2.1
SEQID DESCRIPCION SECUENCIA
NO.:
5 Secuencia de CAGGTGAAACTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCGCCCGCACAGAGTCTGTCCATTACCTGCACTG
nucleotidos 18G3 de TCTCTGGATTCTCATTAACCAGTGGTGACATAAGTTGGATTCGCCAGCCACCAGGAAAGGGTCTGGAGTGG
\VH CTTGGAGTAATATGGTCTGGCGGAGGCACAAATTATAATTCTCGTCTCATGTCCAGACTGAGCATCACCAA
GGACAACTCCAGGAGTCAAGTGTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGACACCGCCATATATTATTG
TGTAAGAGATTGGGGTAACTTTTACTTTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCA
6 18G3 de VH con las |QVKLKESGPGLVAPAQSLSITCTVSGFSLTSGDISWIRQPPGKGLEWLGVIWSGGGTNYNSRLMSRLSITKDNS
CDR subrayadas RSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCVRDWGNFYFDYWGQGTTLTVSS
7 CDRH1 de 18G3 GFSLTSGDIS
8 CDRH2 de 18G3 VIWSGGGTNYNSRLMS
9 CDRH3 de 18G3 DWGNFYFDY
10 JH de 18G3 WGQGTTLTVSS
11 CH1 IASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS
SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
12 Bisagra EPKSCDRTHTCPPCP
13 CH2 APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRELLQGSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
14 CH3 GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
15 18G3 de HC QVKLKESGPGLVAPAQSLSITCTVSGFSLTSGDISWIRQPPGKGLEWLGVIWSGGGTNYNSRLMSRLSITKDNS
RSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCVRDWGNFYFDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCD
RTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRELL
QGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPG
16 18G3de VL GACATTGTGATGTCACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTGTGTCAGTAGGAGAGAAGGTCACTATGAGCTGCAA
IATCCAGTCAGAGTCTGCTCAGCAGTGGAACCCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGG
CAGTCTCCTAAACTGCTGATCTACTGGGCATCCACTAGGCAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCACAGGCG
GTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAGGACCTGGCAGTTTATTACTGC
IAGTCAATCTTATAATCTATACACATTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATAAAA
17 18G3 de VL con las |DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSCKSSQSLLSSGTRKNILAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRQSGVPDRFTGGGS
CDR subrayadas ~ |GTDFTLTISSVQAEDLAVYYCSQSYNLYTFGGGTKLEIK
18 CDRL1 de 18G3 KSSQSLLSSGTRKNILA
19 CDRL2 de 18G3 WASTRQS
20 CDRL3 de 18G3 SQSYNLYT
21 JK de 18G3 FGGGTKLEIK
22 CL (R)TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
23 18G3 de LC DIVMSQSPSSLAVSVGEKVTMSCKSSQSLLSSGTRKNILAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRQSGVPDRFTGGGS
GTDFTLTISSVQAEDLAVYYCSQSYNLYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA|
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
24 h18G3 de VH con las|EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTSGDISWVRQAPGKGLEWVAVIWSGGGTNYGSRLMSRFTISRD
CDR subrayadas NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDWGNFYFDYWGQGTLVTVSS
25 CDRH2 de h18G3  [VIWSGGGTNYGSRLMS
26 JH de h18G3 WGQGTLVTVSS
27 HC de h18G3 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTSGDISWVRQAPGKGLEWVAVIWSGGGTNYGSRLMSRFTISRD

NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDWGNFYFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPK
SCDRTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
RELLQGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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28 |h18G3 de VL con las DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLSSGTRKNILAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRQSGVPSRFSGSGSG
CDR subrayadas  [TDFTLTISSLQPEDFATYYCSQSYNLYTFGQGTKLEIK
29  |JKdeh18G3 FGQGTKLEIK
30 LC de h18G3 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLSSGTRKNILAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRQSGVPSRFSGSGSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCSQSYNLYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
31 Secuencia de CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCGCCCTCACAGAGCCTGTCCATAACCTGCACT
nucledtidos 16D6 de (GTCTCTGGGTTCTCATTAACCAACTTTGATATAAGTTGGATTCGCCAGCCACCAGGAAAGGGTCTGGAGTG
VH GCTTGGAGTAATGTGGACTGGTGGAGGCACAAATTATAATTCAGCTTTCATGTCCAGACTGAGCATCAGCA
GGGACATCTCCAAAAGCCAAGTTTCCTTAAAAATGAGCAGTCTGCAAACTGATGACACAGCCATATATTACT
GTGTAAGAGGGGATACTTACTTCTTTGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCCGTCACCGTCTCATCA
G
32 16D6 de VH con las |[QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTNFDISWIRQPPGKGLEWLGYMWTGGGTNYNSAFMSRLSISRDIS
CDR subrayadas  |KSQVSLKMSSLQTDDTAIYYCVRGDTYFFAMDYWGQGTSVTVSS
33  |CDRH1de 16D6  |GFSLTNFDIS
34 CDRH2de 16D6  |VMWTGGGTNYNSAFMS
35 [CDRH3de16D6  [GDTYFFAMDY
36  [JHde 16D6 WGQGTSVTVSS
37 HC de 16D6 QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTNFDISWIRQPPGKGLEWLGVMWTGGGTNYNSAFMSRLSISRDIS
KSQVSLKMSSLQTDDTAIYYCVRGDTYFFAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLY
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
DRTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
LLQGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQK
SLSLSPG
38  [Secuencia de GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAA
nucledtidos 16D6 de ATCCAGTCAGAGTCTGCTCAGCAGTGGAACCCGAAAGAACTTCTTGTCTTGGTATCAGCAGAAACCAGGGA
VL AAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATTGGGCATCCACTAGGGGATCTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAG
TGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTAA
ACAATCTTATAATCTATACACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA
39 16D6 de VL con las |DIVMSQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLLSSGTRKNFLSWYQQKTGQSPKLLIYWASTRGSGVPDRFTGSGS
CDR subrayadas  |GTDFTLTISSVQTEDLAVYYCKQSYNLYTFGGGTKLEIK
40 CDRL1 de 16D6 KSSQSLLSSGTRKNFLS
41 CDRL2 de 16D6 WASTRGS
42 CDRL3 de 16D6 KQSYNLYT
43 16D6 de LC DIVMSQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSLLSSGTRKNFLSWYQQKTGQSPKLLIYWASTRGSGVPDRFTGSGS
GTDFTLTISSVQTEDLAVYYCKQSYNLYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
44 h16D6 de VH con las[EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNFDISWVRQAPGKGLEWVAVMWTGGGTNYQSAFMSRFTISRD
CDR subrayadas ~ [NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGDVYFFAMDYWGQGTLVTVSS
45  |CDRH2de h16D6 [VMWTGGGTNYQSAFMS
46 CDRH3 de h16D6  (GDVYFFAMDY
47 |h16D6 de HC EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNFDISWVRQAPGKGLEWVAVMWTGGGTNYQSAFMSRFTISRD

NAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGDVYFFAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDRTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PRELLQGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT

QKSLSLSPG
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48 h16D6 VL con las [DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLSSGTRKNFLSWYQQKPGKAPKLLIYWASTRGSGVPSRFSGSGSGT
CDR subrayadas |[DFTLTISSLQPEDFATYYCKQSYNLYTFGQGTKLEIK
49 h16D6 de LC DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLSSGTRKNFLSWYQQKPGKAPKLLIYWASTRGSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCKQSYNLYTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
50 Secuencia de GAGGTCCAGCTACAACAGTCTGGACCTGAACTGGTGAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGTAAGGCT
nucledtidos 3D1  [TCTGGATACACCTTCAGTGACTACTTCATGAAGTGGGTGAAACAGAGCCATGGAAAGAGACTTGAGTGGATT
de VH GGAGATATTAATCCTAACAATGGTGAAACTTTCTACAACCATCATTTCAAGGGCAAGGCCACATTGACAATAG
ACAAATCCTCCAGTACAGCCTACATGCAGCTCAACAGCCTGACATCTGACGACTCTGCAGTCTATTACTGTGC
IAAGACCCCGGCGGGGGAATGCTATGGACTTCTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
51 3D1 de VH con las|EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFSDYFMKWVKQSHGKRLEWIGDINPNNGETFYNHHFKGKATLTIDK
CDR subrayadas |SSSTAYMQLNSLTSDDSAVYYCARPRRGNAMDFWGQGTSVTVSS
52 CDRH1de 3D1  |GYTFSDYFMK
53 CDRH2 de 3D1  [DINPNNGETFYNHHFKG
54 CDRH3 de 3D1  |PRRGNAMDF
55 3D1 de HC EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFSDYFMKWVKQSHGKRLEWIGDINPNNGETFYNHHFKGKATLTIDK
SSSTAYMQLNSLTSDDSAVYYCARPRRGNAMDFWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDR
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRELLQG
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
56 Secuencia de GACATTGTGATGACACAGTCTCCATCCTCCCTGGCTATGTCAGTAGGACAGAAGGTCACCATGAGCTGCAAG
nucledtidos 3D1  [TCCAGTCAGAGCCTTTTAAATAGAGGCAATCAAAAGAACTATTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGT
de VL CTCCTAAATTTCTGGTATATTTTGCATCCACTAGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTTCATAGGCAGTGGATC
TGGGACAGATTTCACTCTTACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGACCTGGCAGATTATTTTTGTCAGCAACAT
TATAGTATTCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATACAA
57 3D1 de VL con las |DIVMTQSPSSLAMSVGQKVTMSCKSSQSLLNRGNQKNILAWYQQKPGQSPKFLVYFASTRESGVPDRFIGSGSG
CDR subrayadas |TDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPYTFGGGTKLEIQ
58 CDRL1de3D1  [KSSQSLLNRGNQKNILA
59 CDRL2 de 3D1  [FASTRES
60 CDRL3 de 3D1  |QQHYSIPYT
61 JK de 3D1 FGGGTKLEIQ
62 3D1de LC DIVMTQSPSSLAMSVGQKVTMSCKSSQSLLNRGNQKNILAWYQQKPGQSPKFLVYFASTRESGVPDRFIGSGSG
TDFTLTISSVQAEDLADYFCQQHYSIPYTFGGGTKLEIQRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
63 Secuencia de GAAGTACAGCTGCAGCAGTCTGGGCCCGAGCTTCGGAGACCTGGGACCTCAGTCAAGCTGTCTTGTAAGGC
nucledtidos 2007 [TTCTGGCTACAGTATTACAGATTTCCTTATGTACTGGGTAAAACATAGGCCAGAATACGGCCTGGAATGGATT
de VH GGATGGATTGATCCTGAGGATGGTGAAACAAAATATGCTCAGAAGTTCCAAAGCAAGGCCCGACTGACTGCA
GATACGTCCTCCAAAACAGCCTACATGGAACTCAGCAGCCTGACGTCTGAGGACACAGCAACCTATTTTTGT
GCTAGATGGGGCTATATCACGGATTATTTCTATGGCGGGTTTACTTACTGGGGCCGAGGCACTCTGGTCACT
GTCTCTTCA
64 20D7 de VH con  [EVQLQQSGPELRRPGTSVKLSCKASGYSITDFLMYWVKHRPEYGLEWIGWIDPEDGETKYAQKFQSKARLTADTS
las CDR SKTAYMELSSLTSEDTATYFCARWGYITDYFYGGFTYWGRGTLVTVSS
subrayadas
65 CDRH1 de 20D7 |GYSITDFLMY
66 CDRH2 de 20D7 |WIDPEDGETKYAQKFQS
67 CDRH3 de 20D7 |WGYITDYFYGGFTY
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68

20D7 JH

WGRGTLVTVSS

69

20D7 HC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSITDFLMYWVRQAPGKGLEWVAWIDPEDGETKYAQKFQSKARFTISR
DNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARWGYITDYFYGGFTYWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKY
EPKSCDRTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PRELLQGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPG

70

Secuencia de
nucledtidos 20D7
de VL

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTCCAGTCCTGTCTGCATCTGTGGGAGACAGAGTCACTCTCAGCTGCAAA
GCAAGTCAGAATATTAATAAGAACTTAGACTGGTATCAGCAAAAGCATGGAGAAGCTCCAAAACTCCTGATAT

ATCATACAAACACTTTGCAAATGGGCATCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGTACAGATTACGCACT
CACCATCACCAGCCTGCAGCCTGAAGATGTTGCCACATATTACTGCTATCAATATAACAGTGGGCCCACGTTT
GGAGCTGGGACCAAGCTGGAACTGAGA

71 [20D7deVLcon |DIQMTQSPPVLSASVGDRVTLSCKASQNINKNLDWYQQKHGEAPKLLIYHTNTLOMGIPSRFSGSGSGTDYALTIT
las CDR SLQPEDVATYYCYQYNSGPTFGAGTKLELR
subrayadas
72 |CDRL1de20D7 |[KASQNINKNLD
73 |CDRL2de20D7 |HTNTLQM
74 |CDRL3de 20D7 [YQYNSGPT
75  |JLde20D7 FGAGTKLELR
76 [20D7delLC DIQMTQSPPYLSASVGDRVTLSCKASQNINKNLDWYQQKHGEAPKLLIYHTNTLQMGIPSRFSGSGSGTDYALTIT
SLQPEDVATYYCYQYNSGPTFGAGTKLELRRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Las variantes de sustitucidén tienen al menos un

residuo de aminodcido en la molécula de anticuerpo eliminada

y un residuo diferente insertado en su lugar. Los sitios de

mayor interés para la mutagénesis de sustitucidén incluyen las

regiones hipervariables, pero también se contemplan 1las

alteraciones del marco. Las sustituciones conservadoras se

muestran en la Tabla 3 bajo el encabezado de “sustituciones

conservadoras”. Si tales sustituciones resultan en un cambio

de actividad bioldégica, entonces pueden introducirse en los

productos detectados mas cambios sustanciales denominados

“sustituciones ejemplares” en la Tabla 3 o como se describen



62

ain mas a continuacidédn con referencia a las clases de

aminodcidos.

Tabla 3: Sustituciones de aminoacidos

5
Residuo original Sustituciones conservadoras Sustituciones ejemplares
Ala (A) Val Val; Leu; lle
Arg (R) Lys Lys; GIn; Asn
Asn (N) GIn GIn; His; Asp, Lys; Arg
Asp (D) Glu Glu; Asn
Cys (C) Ser Ser; Ala
GIn (Q) Asn Asn; Glu
10 Glu (E) Asp Asp; GIn
Gly (G) Ala Ala
His (H) Arg Asn; GIn; Lys; Arg
Leu (L) lle Norleucina; Illfr;]g/al; Met; Ala;
Lys (K) Arg Arg; GIn; Asn
Met (M) Leu Leu; Phe; lle
15 Phe (F) Tyr Leu; Val; lle; Ala; Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tyr; Phe
Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser
Val (V) Leu lle; Le’L\JI;OIxIeeLtJ;CEr;e; Ala;
20

Las modificaciones sustanciales en las propiedades

bioldgicas del anticuerpo se acompafian al seleccionar
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sustituciones que difieren de forma significativa en su
efecto para mantener (a) la estructura de la cadena principal
polipeptidica en el 4rea de la sustitucidn, por ejemplo, como
una conformacidén de lémina R o helicoidal, (b) 1la carga o
hidrofobicidad de la molécula en el sitio objetivo o (c) el
volumen de la cadena lateral. Los residuos de origen natural
se dividen en grupos basados en las propiedades de la cadena
lateral:

(1) No polares: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) Polares sin carga: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

(3) Acidicas (cargados de forma negativa): Asp, Glu;

(4) Bésicas (cargados de forma positiva): Lys, Arg;

(5) Residuos que influyen la orientacién de la cadena:

Gly, Pro; y

(6) Arométicos: Trp, Tyr, Phe, His.

Las sustituciones no conservadoras se hacen al
intercambiar un miembro de una de estas clases por otra
clase.

Un tipo de sustitucidén que puede hacerse, por
ejemplo, es cambiar una o mas cisteinas en el anticuerpo, las
cuales son quimicamente reactivas por otro residuo, tal como,

sin limitacidén, alanina o serina. Por ejemplo, puede haber
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una sustitucidén de una cisteina no candnica. La sustitucidn
puede hacerse en una CDR o regidén de marco de un dominio
variable o en la regidén constante de un anticuerpo. En
algunas modalidades, la cisteina es candnica. También puede
sustituirse cualquier residuo de cisteina no 1implicado en
mantener la conformacidén apropiada del anticuerpo, en general
con serina para mejorar la estabilidad oxidativa de la
molécula y prevenir la reticulacidén aberrante. De forma
inversa, pueden agregarse enlaces de cisteina en el
anticuerpo y mejorar su estabilidad, en particular cuando el
anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un
fragmento de Fv.

La presente invencién también proporciona un
conjugado del anticuerpo de CD123 como se describe en 1la
presente o del fragmento de unidén al antigeno del mismo, en
donde el anticuerpo se conjuga con un agente (por ejemplo, un
agente citotdéxico) para una inmunoterapia dirigida (por
ejemplo, conjugados de anticuerpo-farmaco o ADC) vya sea de
forma directa o indirecta mediante un enlazador. Por ejemplo,
un agente citotdéxico puede enlazarse o conjugarse con el
anticuerpo de CD123 del mismo como se describe en la presente

para una administracién local dirigida de 1la porcidédn del
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agente citotdéxico a los tumores (por ejemplo, tumor qgue
expresa CD123).

Los métodos para conjugar el agente citotdxico u
otros agentes terapéuticos a los anticuerpos se han descrito
en diversas publicaciones. Por ejemplo, la modificaciédén
quimica puede hacerse en los anticuerpos ya sea a través de
las aminas de la cadena lateral de lisina o a través de los
grupos sulfhidrilo de la cisteina activados al reducir 1los
enlaces disulfuro entre las cadenas para dgue ocurra la
reacciédn de conjugacidén. Ver, por ejemplo, Tanaka et al.,
FEBS Letters 579:2092-209¢6, 2005 y Gentle et al.,
Bioconjugate Chem. 15:658-663, 2004. También se han descrito
residuos de <cisteina reactiva diseflados en los sitios
especificos de anticuerpos para la conjugacidédn especifica del
farmaco con estequiometria definida. Ver, por ejemplo,
Junutula et al., Nature Biotechnology, 26:925-932, 2008. La
conjugacién utilizando una etiqueta que contiene glutamina
donadora de acilo o una glutamina enddgena hecha reactiva (es
decir, la capacidad de formar un enlace covalente como un
donador de acilo) por el polipéptido disefiado en la presencia
de transglutaminasa y una amina (por ejemplo, un agente

citotdéxico que comprende o se une a una amina reactiva)
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también se describe en las solicitudes internacionales
W02012/059882 y W02015015448, las cuales se incorporan en la
presente para referencia en su totalidad. Las
transglutaminasas son y-glutamiltransferasas de proteina-
glutamina (EC 2.3.2.13) que catalizan normalmente la
transamidacién dependiente del pH de los residuos de
glutamina con residuos de lisina. La transglutaminasa
utilizada en la invencidén descrita en la presente puede
obtenerse o elaborarse a partir de una variedad de fuentes o
disefiarse para catalizar la transamidacién de uno o mas
residuos de glutamina enddgenos con uno o mas residuos de
lisina o agentes donadores de amina que contienen una O méas
aminas reactivas. Los métodos para utilizar transglutaminasa
para preparar los ADC se describen, por ejemplo, en la
Publicacién de la Solicitud de Patente de los Estados Unidos
No. 20170043033, incorporada en la presente para referencia
en su totalidad.

El ADC comprende un componente de anticuerpo
conjugado con un agente farmacéutico, normalmente a través
del wuso de un enlazador. En algunas modalidades, el ADC
descrito en la presente comprende un anticuerpo conjugado

especificamente en el sitio con un agente donador de aminas
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(por ejemplo, una molécula pequefia acoplada con un enlazador
con una unidad donadora de aminas) mediante una etiqueta
disefiada que contiene glutamina, una glutamina enddgena (es
decir, glutaminas nativas sin disefiar, tales como glutaminas
en los dominios variables, las CDR, etc.), y/o0 una glutamina
enddgena reactiva.

La glutamina enddgena puede hacerse reactiva (es
decir, la capacidad de formar un enlace covalente como un
donador de acilos en ©presencia de una amina y una
transglutaminasa) al modificar uno o mé&s aminoacidos (por
ejemplo, supresidn, insercidn, sustitucidn o mutacidn de
aminoacidos) en el anticuerpo, mediante la deglicosilaciédn
enzimdtica o al hacerla reaccionar con una transglutaminasa
disefiada. En consecuencia, en un aspecto, se proporciona un
conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) que comprende la
férmula: anticuerpo-(T-(X-Y-Za)b)c, en donde: T es 1) una
etiqueta que <contiene glutamina disefiada en un sitio
especifico, 2) una glutamina enddgena y/o 3) una glutamina
enddgena hecha reactiva mediante el anticuerpo disefilado o una
transglutaminasa disefilada; X es una unidad donadora de
aminas; Y es un enlazador; y Z es una porcidén del agente; X-

Y-Z es un agente donador de aminas conjugado especificamente
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en el sitio para 1la etiqueta que contiene glutamina, la
glutamina enddbgena, y/o la glutamina enddgena reactiva; a es
un numero entero de 1 a 6; b es un numero entero de 1 a 6; cC
es un numero entero de 1 a 20; vy en donde el producto
(relacidén farmaco-anticuerpo) de a, b y ¢ es al menos
aproximadamente de 1. Tanto la etiqueta que contiene
glutamina, la glutamina enddgena, y/o la glutamina reactiva
en el anticuerpo y el agente donador de aminas (X-Y-2)
descrito en la presente son sustratos para la
transglutaminasa y el enlace entre la etiqueta que contiene
glutamina vy/o la glutamina enddbgena/reactiva y el agente
donador de aminas, es de la férmula CH2-CH2-CO-NH-, en donde
NH- se enlaza a un enlazador y a una porcidédn del agente.

En algunas modalidades, el anticuerpo de CD123 o el
conjugado como se describe en la presente comprende una
etiqueta que contiene glutamina donadora de acilos disefiada
en un sitio especifico del anticuerpo (por ejemplo, un
término carboxilo, un término amino o en otro sitio del
anticuerpo de CD123). En algunas modalidades, la etiqueta
comprende una aminodcido glutamina (Q) o una secuencia de
aminodcidos LQG, LLQOGG (SEQ ID NO.:77), LLOG (SEQ ID NO.:78),

LSLSQG (SEQ ID NO.: 79), GGGLLQGG (SEQ ID NO.: 80), GLLQG
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(SEQ ID NO.: 81), LLQ, GSPLAQSHGG (SEQ ID NO.: 82), GLLQGGG
(SEQ ID NO.: 83), GLLQGG (SEQ ID NO.: 84), GLLQ (SEQ ID NO.:
85), LLQLLQGA (SEQ ID NO.: 86), LLQOGA (SEQ ID NO.: 87),
LLOYQGA (SEQ ID NO.: 88), LLOGSG (SEQ ID NO.: 89), LLQYQOG
(SEQ ID NO.: 90), LLQLLOG (SEQ ID NO.: 91), SLLOG (SEQ 1ID
NO.: 92), LLOLQ (SEQ ID NO.: 93), LLOLLO (SEQ ID NO.: 94),
LLQGR (SEQ ID NO.: 95), LLQGPP (SEQ ID NO.: 96), LLQGPA (SEQ
ID NO.: 97), GGLLQOGPP (SEQ ID NO.: 98), GGLLQGA (SEQ ID NO.:
99), LLQGPGK (SEQ ID NO.: 100), LLQGPG (SEQ ID NO.: 101),
LLQGP (SEQ ID NO.: 102), LLQP (SEQ ID NO.: 103), LLQPGK (SEQ
ID NO.: 104), LLQAPGK (SEQ ID NO.: 105), LLQGAPG (SEQ ID NO.:
106), LLQGAP (SEQ ID NO.: 107) y LLQLQOG (SEQ ID NO.: 108).

En algunas modalidades, la etiqueta que contiene
glutamina donadora de acilo comprende, por ejemplo, LLQOG (SEQ
ID NO.: 78) que reemplaza los de aminoacidos E294-N297 de la
cadena pesada del anticuerpo.

También se proporciona un anticuerpo aislado que
comprende una etiqueta que contiene glutamina donadora de
acilos y una modificacidén de aminoadcidos en la posicidén 222,
340 o 370 del anticuerpo (esquema de numeracidén EU) en donde
la modificacién es una supresidn, insercidn, sustituciodn,

mutaciédn de aminodcidos o cualgquier combinacidén de 1las
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mismas. En algunas modalidades, la modificacidn de
aminoadcidos es una sustitucién de 1lisina a arginina (por
ejemplo, K222R, K340R o K370R).

Los agentes que pueden conjugarse con los
anticuerpos de CD123 o <con 1los fragmentos de wunidén al
antigeno de la presente invencién incluyen, pero no se
limitan a, agentes citotdxicos, agentes inmunomoduladores,
agentes de formacidédn de imagenes, proteinas terapéuticas,
biopolimeros u oligonucledtidos.

Ejemplos de un agente citotdéxico incluyen, pero no
se limitan a, antraciclina, una auristatina, una dolastatina,
una combretastatina, una duocarmicina, un dimero de
pirrolobenzodiacepina, un dimero de indolin-benzodiacepina,

una enediina, una geldanamicina, una maitansina, una

puromicina, un taxano, un alcaloide de vinca, una
campotecina, una tubulisina, una hemiasterlina, una
espliceostatina, una pladienolida % estereoisdmeros,

isdésteres, andlogos o derivados de los mismos.

En algunos aspectos, el farmaco/agente es un dimero
de ciclopropilpirroloindolina (CPI), dimero de CTI o dimero
de CBI. Los dimeros de CPI inducen la reticulacidén del ADN

entre hebras vy una citotoxicidad potente. La Publicacién
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Internacional PCT No. W02015/110935, que se incorpora en la
presente para referencia en su totalidad, describe dimeros de
CPI y CBI que son uUtiles en el ADC de CD123 de la presente
invencidén y proporciona métodos para producir los dimeros de
CPI y CBI. Por ejemplo, el agente de fosfato didcido de (8S)-
8- (clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-8-metil-
1,6-dihidropirrolo[3,2-e]indol-3 (2H) -
illcarbonil}biciclo[l.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-
3,6,7,8-tetrahidropirrolo[3,2-e]indol-4-i1i1 (también conocido

como “dimero CPI-8314” tiene la estructura:

& . o
a'___ AN R
\ [\ | <) / /
A M J,{// ™ N A f
T~ ) /L“‘“\/ RN
4 /l ) Ny
AN 1 E .
x\h — .-"'-'.--" - . ,-:_5:':- —
K H
o
OH ﬁ%ffn
Ho™ N

y tiene la férmula C31H31C12N407P.

Las antraciclinas se derivan a partir de 1la
bacteria Strepomyces y se han wutilizado para tratar una
amplia gama de canceres, tales como leucemias, linfomas,

cdnceres de mama, uterino, ovarico vy de pulmdn. Las
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antraciclinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
daunorubicina, doxorubicina (es decir, adriamicina),
epirubicina, idarubicina, valrubicina y mitoxantrona.

Las dolastatinas vy sus anadlogos y derivados
peptidicos, las auristatinas, son agentes antimitdticos
potentes que se ha mostrado tienen una actividad anticancer y
antifingica. Ver, por ejemplo, la Patente de los Estados
Unidos No. 5,663,149 y Pettit et al., Antimicrob. Agents
Chemother. 42:2961-2965, 1998. Las dolastatinas %
autristatinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
dolastatina 10, auristatina E, auristatina EB (AEB),
auristatina EFP (AEFP), MMAD (Monometil Auristatina D o
monometil dolastatina 10), MMAF (Monometil Auristatina F o N-

metilvalina-valina-dolaisoleuina-dolaproina-fenilalanina),

MMAE (Monometil Auristatina E o N-metilvalina-valina-
dolaisoleuina-dolaproina-norefedrina), adcido 5-
benzoilvalérico-éster AE (AEVB) % otras auristatinas

novedosas (tales como las descritas en la Publicacidén de los
Estados Unidos No. 2013/0129753). En algunas modalidades, la
auristatina es 0101 (2-metilalanil-N-[(3R,4S5,58)-3-metoxi-1-
{(28)-2-[ (1R, 2R) -1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-{[(1S)-2-fenil-1-

(1,3-tiazol-2-il)etil]amino}propil]pirrolidin-1-il1}-5-metil-
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l-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida) qgue tiene la

siguiente estructura:

H )
5 o Al o o
\O N\H\(s
N & /
10 En algunas modalidades, la auristatina es 3377

(N, 2-dimetilalanil-N-{ (1S,2R)-4-{(2S)-2-[ (1R, 2R)-3-{[(1S)-1-
carboxil-2-feniletil]amino}-1l-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]pirrolidin-1-il}-2-metoxi-1-[(1S)-1-metilpropil]-4-
oxobutil}-N-metil-L-valinamida) que tiene la siguiente

15 estructura:

e e
N N N
\N%f PN A,
o ~A_ ! o_o O O \@

En algunas modalidades, la auristatina es 0131-OMe

20

(N, 2-dimetilalanil-N-[ (3R, 4S,5S)-3-metoxi-1-{(2S)-2-[ (1R, 2R) -
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l-metoxi-3-{[(2S)-1-metoxi-1-oxo-3-fenilpropan-2-il]Jamino}-2-
metil-3-oxopropil]lpirrolidin-1-il}-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-

N-metil-L-valinamida) que tiene la siguiente estructura:

S < DI’““*- f) L O
A ]
)‘QYN ,_HH_:___,/L_N ,-‘H..\H,N \r me_hT,JLLD..-*'
. ﬂ"‘-u\.
T

o Al o_ o O
En otras modalidades, la auristatina es 0131 (2-

AL

O

-\-H".

10 metil-L-proli-N-[(3R,4S,5S)-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-3-{[(1S)-1-
carboxi-2-feniletil]amino}-l-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]lpirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-

yl]-N-metil-L-valinamida) que tiene la siguiente estructura:
P __,""ﬁ\
15 T\ & H O j ' H O
O L J o LR
M 14 “ ; O
0 O

En otras modalidades, la auristatina es 0121 (2-
metil-L-proli-N-[(3R,4S,5S8)-1-{(2S)-2-[(1R,2R)-3-{[(2S)-1-
20 metoxi-l-oxo-3-fenilpropan-2-il]Jamino}-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]pirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-

il]-N-metil-L-valinamida) que tiene la siguiente estructura:
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NY TN T Yo
0 A~ 0. O O O
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La camptotecina es un alcaloide de quinolina
citotdéxica que inhibe la enzima topoisomerasa I. Ejemplos de
camptotecina y sus derivados incluyen, pero no se limitan a,
topotecano e irinotecano y sus metabolitos, tales como SN-38.

Las combretastatinas son fenoles naturales con
propiedades de interrupcidén wvascular en los tumores. Las
combretastatinas ejemplares y sus derivados incluyen, pero no
se limitan a, combretastatina A-4 (CA-4) y ombrabulina.

La duocarmicina y CC-1065 son agentes alquilantes
de AND con potencia citotdéxica. Ver Boger y Johnson, PNAS
92:3642-3649 (1995). La duocarmicina y CC-1065 ejemplares
incluyen, pero no se limitan a, (+)-duocarmicina A y (+)-
duocarmicina SA, (+)-CC-1065 vy los compuestos como se
describen en la solicitud internacional PCT/IB2015/050280 que
incluye, pero no se limita a, N~2~-acetil-L-lisil-L-valil-
N~5~-carbamoil-N-[4-({ [ (2-{[ ({ (1S)-1-(clorometil)-3-[(5-
{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-1,2-dihidro-3H-

benzo[e]lindol-3-il]carbonil}tiofen-2-il)carbonil] -2, 3-



dihidro-1H-benzo[e]indol-5-
il}loxi)carbonil] (metil)amino}etil) (metil)carbamoil]oxiltmetil)

fenil]-L-ornitinamida que tiene la estructura:

5 Cl—~, Cl
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N~2~-acetil-L-1isil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-

15 {[({(83)-8-(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-
5-(fosfonooxi)-1,6-dihidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H) -
il]lcarbonil}biciclo[l.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-
3,6,7,8-tetrahidropirrolo[3,2-e]lindol-4-
il}oxi)carbonil] (metil)amino}etil) (metil)carbamoil]oxi}metil)

20 fenil]-L-ornitinamida que tiene la estructura:
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N~2~-acetil-L-1isil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-

10 {[({(8S)-8=-(clorometil)—-6-[(4-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-
5-(fosfonooxi)-1,6-dihidropirrolo[3,2-e]lindol-3(2H) -
il]carbonil}pentaciclo[4.2.0.0~2,5~.0~3,8~.0~4,7~]oct-1-
il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-tetrahidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}loxi)carbonil] (metil)amino}etil) (metil)carbamoil]oxiltmetil)

15 fenil]-L-ornitinamida que tiene la estructura:
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Las enediinas son una clase de productos
bacterianos anti-tumor caracterizados por cualquiera de 1los
anillos de nueve y diez miembros o por la presencia de un
sistema ciclico de enlaces triple-doble-triple conjugados.
Las enediinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
caliqueamicina, esperamicina, uncialamicina, dinemicina y sus
derivados.

Las geldanamicinas son antibidéticos de ansamicina
benzogquinona que se unen a Hsp90 (Proteina de Choque Térmico
90) y se han utilizado como farmacos antitumor. Las
geldanamicinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, 17-
AAG (17-N-alilamino-17-demetoxigeldanamicina) y 17-DMAG (17-
dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina) .

La hemiasterlina y sus andlogos (por ejemplo, HTI-
286) se unen a la tubulina, interrumpen la dindmica de 1los
microtibulos y en cantidades estequiométricas despolimerizan
los microtubulos.

Las maitansinas o sus derivados maitansinoides
inhiben la proliferacidédn celular al inhibir la formacidn de
microtibulos durante la mitosis a través de la inhibicién de
la polimerizacién de tubulina. Ver Remillard et al., Science

189:1002-1005, 1975. Las maitansinas y maitansinoides
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ejemplares incluyen, pero no se limitan a, mertansina (DM1l) vy
sus derivados, asli como ansamitocina.

Los dimeros de pirrolobenzodiacepina (PBD) y los
dimeros de indolin-benzodiacepina (IGN) son agentes anti-
tumor que contienen uno o© mas grupos funcionales o© sus
equivalentes que se unen al ADN doble. Las moléculas de PBD e
IGN se Dbasan en el producto natural de atramicina e
interactian con el ADN de una manera selectiva de la
secuencia, con una preferencia por las secuencias de purina-
guanina-purina. Los PBD ejemplares y sus anadlogos incluyen,
pero no se limitan a, SJG-136.

Las espliceostatinas y pladiendélidos son compuestos
anti-tumor gque inhiben el empalme e interacttan con la
espliceosoma, SF3b. Ejemplos de espliceostatinas incluyen,
pero no se limitan a, espliceostatina A, FR901464 vy el
acetato de (2S8,32)-5-{[ (2R, 3R,5S,6S)-6-{ (2E, 4E) -5-
[ (3R,4R,5R,7S)-7-(2-hidrazinil-2-oxoetil)-4-hidroxi-1, 6-
dioxaspiro[2.5]oct-5-il]-3-metilpenta-2,4-dien-1-11}-2,5-
dimetiltetrahidro-2H-piran-3-il]Jamino}-5-oxopent-3-en-2-ilo

que tiene la estructura de
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Ejemplos de pladiendélidos incluyen, pero no se
limitan a, Pladiendélido B, Pladiendélido D o E7107.

Los taxanos son diterpenos que actlian como agentes
anti-tubulina o inhibidores mitdéticos. Los taxanos ejemplares
incluyen, pero no se limitan a, paclitaxel (por ejemplo,
TAXOL®) y docetaxel (TAXOTERE®) .

Las tubulisinas son productos naturales aislados a
partir de wuna hebra de mixobacterias que se ha mostrado
despolimeriza los microtUbulos e inducen el paro mitdtico.
Las tubulisinas ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
tubulisina A, tubulisina B y tubulisina D.

Los alquiloides de wvinca también son agentes anti-
tubulina. Los alquiloides de vinca ejemplares incluyen, pero
no se limitan a, vincristina, vinblastina, wvindesina vy
vinorelbina.

En algunas modalidades, el agente citotdéxico se
selecciona del grupo gque consiste de MMAD (Monometil
Auristatina D), 0101 (2-metilalanil-N-[(3R,4S,5S8)-3-metoxi-1-
{(28)-2-[ (1R, 2R)-1-metoxi-2-metil-3-0ox0-3-{[(1S)-2-fenil-1-
(1,3-tiazol-2-il)etil]amino}propil]pirrolidin-1-il}-5-metil-
l-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida), 3377 (N, 2-

dimetilalanil-N-{(1S,2R)-4-{(25)-2-[(1R,2R)-3-{[(1S)-1-
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carboxil-2-feniletil]amino}-l1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]pirrolidin-1-il}-2-metoxi-1-[(1S)-1-metilpropil]-4-
oxobutil}-N-metil-L-valinamida), 0131 (2-metil-L-proli-N-
[ (3R,45,5S)-1-{(25)-2-[ (1R, 2R)-3-{[(1S)-1-carboxi-2-
feniletil]amino}-1l-metoxi-2-metil-3-oxopropil]lpirrolidin-1-
il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida),
0131-OMe (N,2-dimetilalanil-N-[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-{(2S)-2-
[ (1R, 2R)-1-metoxi-3-{[(235)-1-metoxi-1-oxo-3-fenilpropan-2-
illamino}-2-metil-3-oxopropil]pirrolidin-1-il}-5-metil-1-
oxoheptan-4-il]-N-metil-L-valinamida), 0121 (2-metil-L-proli-
N-[(3R,45,58)-1-{(2S)-2-[ (1R, 2R)-3-{[(2S)-1-metoxi-1-ox0-3-
fenilpropan-2-il]lamino}-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil]pirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il]-N-metil-L-valinamida) y acetato de (2S5,372)-5-
{[(2R,3R,5S,6S)-6-{ (2E,4E)-5-[ (3R, 4R, 5R,78)-7-(2-hidrazinil-
2-oxoetil)-4-hidroxi-1, 6-dioxaspiro[2.5]oct-5-11]-3~-
metilpenta-2,4-dien-1-il}-2,5-dimetiltetrahidro-2H-piran-3-
illamino}-5-oxopent-3-en-2-ilo.

En algunas modalidades, el agente es un agente
inmunomodulador. Ejemplos de un agente inmunomodulador
incluyen, pero no se limitan a, ganciclovier, etanercept,

tacrolimus, sirolimus, voclosporina, ciclosporina,
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rapamicina, ciclofosfamida, azatioprina, micofenolato de
mofetilo, metotrexato, glucocorticoide 'y sus analogos,
citocinas, factores de crecimiento de células madre,
linfotoxinas, factor de necrosis tumoral (INF), factores
hematopoyéticos, interleucinas (por ejemplo, interleucina 1
(I.-1), 1IL-2, IL-3, 1IL-6, IL-10, 1IL-12, 1IL-18 vy 1IL-21),
factores estimulantes de colonias (por ejemplo, factor
estimulante de colonias de granulocitos(G-CSF) vy factor
estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF)),
interferones (por ejemplo, interferones-a, - y -v), el
factor de crecimiento de células madre designado como “factor
S1”, eritropoyetina y trombopoyetina o una combinacidén de los
mismos.

En algunas modalidades, la porcidén de agente es un
agente de formacidén de imégenes (por ejemplo, un fluordforo o
un quelador), tal como fluoresceina, rodamina, fdésforos de
lantdnido y derivados de los mismos o un radioisdétopo unido a
un quelador. Ejemplos de fluordforos incluyen, pero no se
limitan a, isotiocianato de fluoresceina (FITC) (por ejemplo,
5-FITC), fluoresceina amidita (FAM) (por ejemplo, 5-FAM),
eosina, carboxifluoresceina, eritrosina, Alexa Fluor® (por

ejemplo, Alexa 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555,
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568, 594, 610, 633, 647, 660, 680, 700 o 750),
carboxitetrametilrodamina (TAMRA) (por ejemplo, 5,-TAMRA),
tetrametilrodamina (TMR) vy sulforodamina (SR) (por ejemplo,
SR101) . Ejemplos de gueladores incluyen, pero no se limitan
a, acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecan-N,N’ ,N’’ , N’’’ -
tetraacético (DOTA) , acido 1,4,7-triazaciclononan-1,4, 7-

triacético (NOTA), éacido 1,4,7-triazaciclononano-l-glutéarico-

acido 4,7-acético (deferoxamina), acido
dietilentriaminepentaacético (DTPA) % 1,2-bis(o-
aminofenoxi)éacido etan-N,N,N’,N’-tetraacético) (BAPTA).

Ejemplos de fluoroforos incluyen, pero no se
limitan a, isotiocianato de fluoresceina (FITC) (por ejemplo,
5-FITC), amidita de fluoresceina (FAM) (por ejemplo, 5-FAM),
eosina, carboxifluoresceina, eritrosina, Alexa Fluor® (por
ejemplo, Alexa 350, 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555,

568, 594, 610, 633, 647, 660, 680, 700 o) 750),

carboxitetrametilrodamina (TAMRA) (por ejemplo, 5,-TAMRA),
tetrametilrodamina (TMR) vy sulforodamina (SR) (por ejemplo,
SR101).

En algunas modalidades, los radioisdétopos

terapéuticos o de diagndéstico u otras etiquetas (por ejemplo,

etiquetas PET o SPECT) pueden incorporarse en el agente para
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su conjugacidén con los anticuerpos de CD123 o con 1los
fragmentos de unidén al antigeno como se describe en la
presente. Ejemplos de un radioisbétopo u otras etiquetas
incluyen, pero no se limitan a, 3H, !1C, 13N, 14C, 15N, 150, 3553,
18, 32p, 33p, 475c, S5Cr, 57Co, 58Co, S59%Fe, 62Cu, 64Cu, 67Cu, 6'Ga,
68Ga, 75Se, 7'¢Br, 7'Br, 8%y, 8%Zr, °0y, °24Tc, °9Ru, °'Ru, 2°Tc,
103Ry, 105Rh, 105Ru, 107Hg, 109pd, 1llpg, 111In, 113In, 121Te, 122Te,
1237 1247, 1257, 1257, 1267, 1317, 131Tp, 1337, 142py, 143py, 153ph,
153gm, 161Th, 165Tm, 166Dy, 166[, 167Tm, 168Tm, 169Yb, 177Lu, 186Re,
188Re, 189Re, 197pt, 198ay, 199Ay, 20171, 203Hg, 211At, 212Bi, 212pb,
2134, 223Rg, 224Ac o 225AcC.

En algunas modalidades, el agente es una proteina
terapéutica que incluye, pero no se limita a, una toxina, una
hormona, una enzima y un factor de crecimiento.

Ejemplos de una toxina de proteina (o polipéptido)
incluyen, pero no se limitan a, difteria (por ejemplo, cadena
A de difteria A), exotoxina y endotoxina de Pseudomonas,
ricina (por ejemplo, <cadena A de ricina), abrina (por
ejemplo, cadena A de abrina), modeccina (por ejemplo, cadena
A de modeccina), alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas de diantina, ribonucleasa (RNasa), DNasa I,

enterotoxina A Staphylococcal, proteina antiviral de 1la
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hierba camin, gelonina, toxina difterina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPII vy PAP-S), inhibidor de
Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de
Sapaonaria officinalis, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina, tricotecenos, péptidos inhibidores de

nudos de cistina (ICK) (por ejemplo, ceratotoxinas) %

conotoxina (por ejemplo, KIIIA o SmIIIa).

En algunas modalidades, el agente es un polimero

biocompatible. Los anticuerpos de CD123 o los fragmentos de

unién al antigeno como se describe en la presente puede

conjugarse con el polimero biocompatible para incrementar la

vida media en el suero y la actividad bioldgica y/o prolongar

las vidas medias in vivo. Ejemplos de polimeros
biocompatibles incluyen polimeros solubles en agua, tales
como polietilenglicol (PEG) o sus derivados del mismo vy
polimeros Dbiocompatibles que contienen zwiteriones (por
ejemplo, un polimero que contiene fosforilcolina).

En algunas modalidades, el agente es un
oligonucledétido, tal como oligonucledtidos anti-sentido.

En otro aspecto, la invencién proporciona un

conjugado del anticuerpo como se describe en la presente, en

donde el conjugado comprende la férmula: anticuerpo- (etiqueta
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que contiene glutamina donadora de acilo)-(enlazador) - (agente
citotdéxico), en donde la etiqueta que contiene glutamina
donadora de acilo se disefia en un sitio especifico del
anticuerpo (por ejemplo, en un término carboxilo de la cadena
pesada o ligera, después del residuo T135 en la cadena pesada
del anticuerpo o en otro sitio), en donde la etiqueta se
conjuga con un enlazador (por ejemplo, un enlazador Jue
contiene una o mas aminas reactivas (por ejemplo, la amina
primaria NHz)) y en donde el enlazador se conjuga con un
agente citotéxico (por ejemplo, MMAD u otras auristatinas
tales como 0101, 0131 o 3377).

Ejemplos de un enlazador que contiene una o méas
aminas reactivas incluyen, pero no se limitan a, Ac-Lys-Gly
(acetil-lisina-glicina), 4&cido aminocaproico, Ac-Lys-B-Ala
(acetil-lisina-Pf-alanina), amino-PEG2 (polietilenglicol)-C2,

amino-PEG3-C2, amino-PEG6-C2 (o amino PEG6-propionilo), Ac-

Lys-Val-Cit-PABC (acetil-lisina-valina-citrulina-p-
aminobenciloxicarbonilo), amino-PEG6-C2-Val-Cit-PARC,
aminocaproil-Val-Cit-PARC, [ (3R, 5R)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)

etoxi]propanpoil }piperidin-3,5-diil]bis-vVal-Cit-PABC,
[(3S5,58)-1-{3-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]propanpoil}piperidin-

3,5-diil]lbis-Val-Cit-PABC, putrescina o Ac-Lys-putrescina.
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En algunas modalidades, el (enlazador) - (agente
citotdxico) es N2-acetil-L-1lisil-L-valil-N5-carbamoil-N-[4-
({[(2-{[({(8S)-8=(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-
metil-5-(fosfonooxi)-1,6-dihidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H) -

5 il]Jcarbonil}tbiciclo[l.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-
3,6,7,8-tetrahidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}oxi)carbonil] (metil)amino}etil) (metil)carbamoil]oxi}metil)
fenil]-L-ornitinamida, con una férmula molecular

C63H82C12N13015P que tiene la estructura:

10 Cl—, cl
y, if & ~
(,J\‘ /NH 4‘@--—/’“ Ill\\ /
T TS CD
\N o, O 9] L N,
HoT 0 H
[J::q/t:l T ,"O
o . HO™ 5y .CF.COgH

B “NH
15 Nl 0% "NH,
En algunas modalidades, el (enlazador) - (agente

citotdxico) es la forma salina del &cido trifluoroacético de

C63HB82C12N13015P que tiene la siguiente estructura:

Cl—, Cl
N N
2 oo
a 0,0
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0 P L P
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La férmula para la forma salina del 4acido
trifluorocacético anterior es C63H82C12N13015P.C2HF302.

En algunas modalidades, el ADC es 1) anticuerpo-
LLOG (SEQ ID NO.: 78)- Ac-Lys-Val-Cit-PABC-CPI-8314. En
algunas modalidades, la etiqueta que contiene glutamina
donadora de acilo comprende, por ejemplo, LLQOG (SEQ ID NO.:
78) que reemplaza los residuos de aminodcidos E294-N297 en la
cadena pesada del anticuerpo. En algunas modalidades, el ADC
comprende una modificacidén de aminodcidos en la posicidn K222
(en la bisagra). En algunas modalidades, la modificacién es
K222R. Ejemplos del anticuerpo incluyen, pero no se limitan
a, hl8G3, 18G3, hl8G3, 16D6, hleD6, 3Dl y 20D7.

En algunas modalidades, la invencién abarca
composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que
comprenden anticuerpos o ADC descritos en la presente o
elaboradas mediante los métodos y tienen las caracteristicas
descritas en la presente. Como se utiliza en la presente, las
composiciones comprenden uno o mas anticuerpos o ADC que se
unen a CD123. Estas composiciones pueden ademds comprender
excipientes adecuados, tales como los excipientes
farmacéuticamente aceptables incluyendo amortiguadores, 1los

cuales se conocen bien en la técnica.
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Métodos para utilizar los anticuerpos de CD123 y los ADC de

los mismos

Los anticuerpos y los ADC de la presente invencidn
son Utiles en diversas aplicaciones que incluyen, pero no se
limitan a métodos de tratamiento terapéutico y métodos de
tratamiento diagnéstico.

En un aspecto, la invencidén proporciona un método
para tratar un padecimiento asociado con la expresidn de
CD123 en un sujeto. En algunas modalidades, el método para
tartar un padecimiento asociado con la expresidén de CD123 en
un sujeto comprende administrar al sujeto en necesidad del
mismo una cantidad efectiva de una composicidén (por ejemplo,
composicién farmacéutica) gque comprende los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CD123 como se describe en la presente. Los
padecimientos asociados con la expresidén de CD123 incluyen,
pero no se limitan a la expresidén de CD123 anormal, expresidn
de CD123 alterada o aberrante, células malignas gque expresan
CD123 y un trastorno proliferativo (por ejemplo, céancer) o
trastorno autoinmune.

Por 1o tanto, en algunas modalidades, se
proporciona un método para tratar un cancer en un sujeto que

comprende administrar al sujeto en necesidad del mismo una



10

15

20

90

cantidad efectiva de una composicidén que comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CDl123 como se describe en
la presente. Como se utiliza en la presente, céancer puede
ser, por ejemplo y sin limitacidn, mieloma multiple,
neoplasma de células plasmaticas malignas, linfoma de
Hodgkin, linfoma de Hodgkin predominante de linfocitos
nodulares, enfermedad de Kahler y Mielomatosis, mieloma de
células plasmédticas, plasmacitoma, leucemia prolinfoitica de
células B, leucemia de células pilosas (HCL), linfoma de no
Hodgkin (NHL) de células B, leucemia mieloide aguda (AML),
leucemia linfocitica crédénica (CLL), leucemia 1linfocitica
aguda (ALL, B-ALL), leucemia mieloide crénica (CML), linfoma
folicular, 1linfoma de Burkitt, linfoma de zona marginal,
linfoma de células del manto, 1linfoma de células grandes,
linfoma linfobldstico de precursores de células B, Neoplasma
de células dendriticas plasmacitoides blésticas (BPDCN) ,
leucemia mieloide, macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma
de células B grandes difusas, linfoma folicular, linfoma de
zona marginal, linfoma de tejido 1linfdtico asociado a las
mucosas, linfoma linfocitico de células pequefias, linfoma de
células del manto, linfoma de Burkitt, linfoma de células B

grandes (timicas) mediastinales primarias, linfoma
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linfoplasmacitico, macroglobulinemia de Waldenstrdm, linfoma
de células B de la zona marginal nodal, linfoma esplénico de
la zona marginal, linfoma de células B grandes
intravasculares, linfoma de efusidén primaria, granulomatosis
linfomatoide, linfoma de células B grandes ricas en células
T/histiocitos, linfoma del sistema nervioso central primario,
linfoma de células B difusas cutédneo primario (del tipo de 1la
pierna), linfoma de células B difusas positivo a EBV de 1los
adultos mayores, linfoma de células B difusas asociadas con
inflamacién, linfoma de células B grandes intravasculares,
linfoma de células B grandes positivas a ALK, linfoma
plasmablastico, linfoma de células B grandes que surgen de la
enfermedad de Castleman multicéntrica asociada a HHVS,
linfoma de células B no <clasificado con caracteristicas
intermedias entre el linfoma de células B difusas y el
linfoma de Burkitt, linfoma de células B no clasificado con
caracteristicas clésico intermedias entre el linfoma de
células B difusas y el linfoma de Hodgkin y otros linfomas
relacionados con 1las células B. En algunas modalidades, el
cadncer es AML, B-ALL, BPDCN, NHL o HCL.

En algunas modalidades, se proporciona un método

para inhibir el crecimiento o avance del tumor en un sujeto



10

15

20

92

que tiene células malignas que expresan CD123, que comprende
administrar al sujeto en necesidad del mismo una cantidad
efectiva de una composicidén que comprende los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CDl123 como se describe en la presente. En
otras modalidades, se proporciona un método para inhibir
células metastdsicas que expresan CD123 en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una composicidén que comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CDl123 como se describe en
la presente. En otras modalidades, se proporciona un método
para inducir la regresidén del tumor de células malignas en un
sujeto, que comprende administrar al sujeto en necesidad del
mismo una cantidad efectiva de una composicidén que comprende
los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describe
en la presente.

En algunas modalidades, se proporciona un método
para tratar un trastorno autoinmune en un sujeto que
comprende administrar al sujeto en necesidad del mismo una
cantidad efectiva de una composicidén que comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CDl123 como se describe en
la presente.

Como se wutiliza en 1la presente, los trastornos
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autoinmunes incluyen, pero no se limitan a, lupus eritematoso
sistémico, artritis reumatoide, diabetes (Tipo I), esclerosis
miltiple, enfermedad de Addison, enfermedad celiaca,
dermatomiositis, enfermedad de Graves, tiroiditis de
Hashimoto, encefalopatia de Hashimoto, Miastenia gravis,
anemia perniciosa, artritis reactiva, sindrome de Sjogren,
encefalomielitis diseminada aguda, gamma globulinemia,
esclerosis lateral amiotrdépica, espondilitis anquilosante,
sindrome de antifosfolipidos, sindrome de antisintetasa,

alergia atépica, dermatitis atdpica, enteropatia autoinmune,

anemia hemolitica autoinmune, hepatitis autoinmune,
enfermedad autoinmune de oido interno, sindrome
linfoproliferativo autoinmune, neuropatia periférica

autoinmune, pancreatitis autoinmune, sindrome polienddcrino
autoinmune, dermatitis autoinmune por progesterona, purpura
trombocitopénica autoinmune, urticaria autoinmune, uveitis
autoinmune, enfermedad de Bechet, enfermedad de Castleman,
enfermedad de aglutinina en frio, enfermedad de Crohn,
dermatomiositis, fasciitis eosinofilica, penfigoide
gastrointestinal, sindrome de Goodpasture, sindrome de
Guillain-Barré, hidradenitis supurativa, purpura

trombocitopénico idiopédtico, narcolepsia, pénfigo wvulgaris,
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anemia perniciosa, polimiositis, cirrhosis biliar primaria,
policondritis reincidente, fiebre reuméatica, arteritis
temporal, mielitis transversa, colitis ulcerativa, enfermedad
de tejido conectivo no diferenciado, vasculitis v
granulomatosis de Wegener.

En otro aspecto, la invencidén proporciona una
cantidad efectiva de una composicidn (por ejemplo,
composicidén farmacéutica) que comprende los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CDI123 como se describen en la presente
para tratar un padecimiento (por ejemplo, cancer o trastorno
autoinmune) asociado con la expresidédn de CD123 en un sujeto
en necesidad del mismo. En algunas modalidades, se
proporciona una cantidad efectiva de wuna composicidén (por
ejemplo, composicidén farmacéutica) que comprende los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente para inhibir el crecimiento o avance del tumor en
un sujeto que tiene células malignas gque expresan CD123. En
algunas modalidades, se proporciona una cantidad efectiva de
una composicidén (por ejemplo, composicidén farmacéutica) que
comprende los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se
describen en la presente para inhibir 1la metédstasis de

células malignas que expresan CD123 en un sujeto en necesidad
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del mismo. En algunas modalidades, se proporciona una
cantidad efectiva de una composicién (por ejemplo,
composicién farmacéutica) gque comprende los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CD123 como se describen en la presente
para inducir la regresidédn del tumor en un sujeto que tiene
células malignas que expresan CD123.

En otro aspecto, la invencidén proporciona los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente para su uso en tratar un padecimiento (por
ejemplo, cancer o trastorno autoinmune) asociado con la
expresién de CD123 en un sujeto en necesidad del mismo. En
algunas modalidades, se proporcionan los anticuerpos de CD123
o los ADC de CDl123 como se describen en la presente para
inhibir el crecimiento o avance del tumor en un sujeto que
tiene células malignas que expresan CD123. En algunas
modalidades, se proporcionan los anticuerpos de CD123 o 1los
ADC de CD123 como se describen en la presente para inhibir la
metastasis de células malignas gque expresan CD123 en un
sujeto en necesidad del mismo. En algunas modalidades, se
proporcionan los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como
se describen en la presente para inducir la regresidén del

tumor en un sujeto que tiene células malignas gue expresan
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CD123.

En otro aspecto, la invencidédn proporciona un uso de
los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen
en la presente en la fabricacidén de un medicamento para
tratar un padecimiento (por ejemplo, cancer o trastorno
autoinmune) asociado con la expresién de CD123. En algunas
modalidades, se proporciona un uso de los anticuerpos de
CD123 o los ADC de CDl123 como se describen en la presente en
la fabricacién de un medicamento para inhibir el crecimiento
o avance del tumor. En algunas modalidades, se proporciona un
uso de los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se
describen en la presente en la fabricacidén de un medicamento
para inhibir la metédstasis de células malignas gque expresan
CD123. En algunas modalidades, se proporciona un uso de los
anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen en
la presente en la fabricacién de un medicamento para inducir
tumor regresidn.

En otro aspecto, se proporciona un método para
detectar, diagnosticar y/0 monitorear un padecimiento
asociado <con la expresién de CD123. Por ejemplo, los
anticuerpos de CD123 como se describen en la presente puede

etiquetarse con una porcidn detectable tal como un agente de
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formaciédn de imadgenes y una etiqueta enzima-sustrato. También
pueden utilizarse anticuerpos como se describe en la presente
para andlisis de diagndéstico in vivo, tales como la formacidn
de imagenes in vivo (por ejemplo, PET o SPECT) o un reactivo
de tinciédn.

En algunas modalidades, los métodos descritos en 1la
presente ademas comprenden un paso de tratar un sujeto con
una forma de terapia adicional. En algunas modalidades, 1la
forma de terapia adicional es una terapia anti-céncer
adicional que incluye, pero no se limita a, qguimioterapia,
radiaciédn, cirugia, terapia hormonal y/0 inmunoterapia
adicional.

En algunas modalidades, la forma de terapia
adicional comprende administrar uno o) mas agentes
terapéuticos ademéds de los anticuerpos de CD123 o los ADC de
CD123 como se describe en la presente. Uno o méds agentes
terapéuticos pueden ser, por ejemplo, pero no limitados a un
segundo anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF
(Factor de Crecimiento Vascular Endotelial) (por ejemplo,
AVASTIN®), un anticuerpo anti-HER2 (por ejemplo, HERCEPTIN®),
un anticuerpo anti-CD25, un anticuerpo anti-CD33, un

anticuerpo anti-CD20 (por ejemplo, RITUXAN®), un anticuerpo
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de glicoproteina similar a anti-mucina, un anticuerpo anti-
TNF, un anticuerpo anti-PD-1 o PD-L1 vy/o un anticuerpo
receotir del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (por
ejemplo, ERBITUX®)), un inhibidor de 1la angiogénesis, un
agente citotdéxico (por ejemplo, antraciclinas (por ejemplo,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, idarubicina,
valrubicina y mitoxantrona), taxano (por ejemplo, paclitaxel
% docetaxel), dolastatina, duocarmicina, enediina,
geldanamicina, maitansina, puromicina, alcaloide de vinca (por
ejemplo, vincristina), un inhibidor de topoisomerasa (por
ejemplo, etopdsido), tubulisina, un andlogo de pirimidina
(por ejemplo, fluorouracilo), agentes gque contienen platino
(por ejemplo, cisplatino, carboplatino vy oxaliplatino),
agentes de algquilacién (por ejemplo, melfalana,
ciclofosfamida o carmustina) y hemiasterlina), agente
inmunomodulador (por ejemplo, prednisona), un agente anti-
inflamatorio (por ejemplo, dexametasona), un inhibidor de
aromatasa (por ejemplo, anastrozol, exemestano, letrozol,
vorozol, formestano o testolactona), un inhibidor de
proteasoma (por ejemplo, bortezomib tal como VELCADE® ([ (1R)-
3-metil-1-[[(2S)-1-oxo-3-fenil-2-

[ (pirazinilcarbonilo)amino]propil]amino]lbutil]acido bordénico)
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y otros agentes tales como tamoxifeno.

Por ejemplo, en algunas modalidades, se proporciona
un método para tratar AML gque comprende administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una cantidad efectiva de una
composicidén que comprende los anticuerpos de CD123 o los ADC
de CD123 como se describen en la presente y un agente
terapéutico diferente tal como un agente quimioterapéutico o
talidomida o) su derivado del mismo (por ejemplo,
lenalidomida) . En algunas modalidades, el otro agente
terapéutico diferente se selecciona del grupo gque consiste de
bortezomib (por ejemplo, VELCADE®), melfalana, prednisona,
doxorubicina, lenalidomida, talidomida, prednisona,
carmustina, etopdsido, cisplatino, ciclofosfamida %
vincristina. En algunas modalidades, el agente terapéutico
diferente es bortezomib (por ejemplo, VELCADE®), melfalana o
prednisona. En algunas modalidades, el sujeto es reincidente
o refractario a la terapia previa de AML.

El anticuerpo de CD123 o los ADC de CD123 pueden
administrarse a un individuo mediante cualquier via adecuada.
Deberd entenderse por 1las personas con experiencia en la
técnica que los ejemplos descritos en la presente no

pretenden ser limitantes sino ser ilustrativos de 1las
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técnicas ilustrativas. En consecuencia, en algunas
modalidades, el anticuerpo de CD123 o el ADC de CD123 se
administra a un individuo de acuerdo con métodos conocidos,
tales como administracidédn intravenosa, por ejemplo, como un
bolo o mediante infusidén continua durante un periodo de
tiempo mediante la via intramuscular, intraperitoneal,
intracerebroespinal, intracraneal, transdérmica, subcutéanea,
intra-articular, sublingual, intrasinovial, mediante las vias
por insuflacidén, intratecal, oral, por inhalacidén o toépica.
La administracioén puede ser sistémica, por ejemplo,
administracién intravenosa o localizada. Los nebulizadores
comercialmente disponibles para formulaciones liquidas,
incluyendo nebulizadores ©por aspersidédn y nebulizadores
ultrasoénicos son atiles para su administracioén. Las
formulaciones liquidas pueden nebulizarse de forma directa vy
el polvo liofilizado ©puede nebulizarse después de su
reconstitucién. Alternativamente, el anticuerpo de CD123 o el
ADC de CD123 ©puede estar en aerosol wutilizando una
formulacién de fluorocarbono y un inhalador con dosis medidas
o inhalarse como un polvo liofilizado y molido.

En una modalidad, el anticuerpo de CD123 o el ADC

de CD123 se administra mediante técnicas de administracidn
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especificas en el sitio o locales dirigidas. Ejemplos de
técnicas de administracién especificas en el sitio o locales
dirigidas incluyen diversas fuentes de depdsito implantable
del anticuerpo Trop o el ADC de CCD123 o catéteres de
administracidédn local, tales como catéteres de 1infusiodn,
catéteres permanentes o catéteres con aguja, injertos
sintéticos, envolturas adventicias, sondas y stents u otros
dispositivos implantables, portadores especificos del sitio,
inyeccién directa o aplicacién directa. Ver, por ejemplo,
Publicacién PCT No. WO 00/53211 y Patente de los Estados
Unidos No. 5,981,568.

Pueden utilizarse diversas formulaciones del
anticuerpo de CD123 o el ADC de CD123 para su administracién.
En algunas modalidades, el anticuerpo de CD123 o el ADC de
CD123 puede administrarse neto. En algunas modalidades, del
anticuerpo de CD123 (o el ADC de CDI123) vy un excipiente
farmacéuticamente aceptable puede estar en diversas
formulaciones. Los excipientes farmacéuticamente aceptables
se conocen en la técnica y son relativamente sustancias
inertes que facilitan la administracién de una sustancia
farmacoldégicamente efectiva. Por ejemplo, un excipiente puede

dar forma o consistencia o actuar como un diluyente. Los
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excipientes adecuados incluyen pero no se limitan a 1los
agentes estabilizadores, agentes humectantes y emulsionantes,
sales para variar la osmolaridad, agentes encapsulantes,
amortiguadores e intensificadores de penetracidén en la piel.
Excipientes, asi Como las formulaciones para su
administracién farmacéutica parenteral y no parenteral se
establecen en Remington, The Science and Practice of Pharmacy
2la edicidén, Mack Publishing, 2005.

En algunas modalidades, estos agentes se formulan

para su administracién por inyeccidén (por ejemplo, via
intraperitoneal, intravenosa, subcutéanea, intramuscular,
etc.). En consecuencia, estos agentes pueden combinarse con

vehiculos farmacéuticamente aceptable tales como solucidn
salina, solucidén de Ringer, solucidén de dextrosa y similares.
El régimen de dosificacidén particular, es decir, la dosis,
sincronizacién % repeticién, dependeréan del individuo
particular y del historial médico del individuo.

Los anticuerpos de CD123 o los ADC de CDI123 tal
como se describen en la presente, pueden administrarse
mediante cualquier método adecuado, incluso mediante
inyeccién (por ejemplo, por via intraperitoneal, intravenosa,

subcutanea, intramuscular, etc.). El anticuerpo CD123 o CD123
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de ADC también puede administrarse por inhalacidén, como se
describe en el presente documento. En general, para la
administracién de un anticuerpo de CD123 y un ADC de CD123,
una dosificacidén candidata inicial puede ser aproximadamente
de 2 mg/kg. Para el propdsito de la presente invencidn, una
dosificacién diaria normal oscila desde aproximadamente a
cualquiera de 3 ug/kg a 30 pg/kg a 300 pg/kg a 3 mg/kg, hasta
30 mg/kg, hasta 100 mg/kg o méas, dependiendo de los factores
mencionados anteriores. Por ejemplo, puede utilizarse la
dosificacién de aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente 2.5
mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 10 mg/kg vy
aproximadamente 25 mg/kg. Para administraciones repetidas por
varios dias o més, dependiendo del padecimiento, el
tratamiento se mantiene hasta gque ocurre una supresidn
deseada de sintomas 0 hasta que se logran niveles
terapéuticos suficientes, por ejemplo, para inhibir o
retardar el crecimiento/avance del tumor o metédstasis de
células cancerigenas. Un régimen de dosificacidédn ejemplar
comprende administrar una dosis inicial de aproximadamente 2
mg/kg, seguido por una dosis de mantenimiento seminal de
aproximadamente 1 mg/kg del anticuerpo de CD123 o ADC de

CD123 o seguido por una dosis de mantenimiento de
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aproximadamente 1 mg/kg cada dos semanas. Otro régimen de
dosificacién ejemplar comprende administrar una dosis inicial
de aproximadamente 0.21, aproximadamente 0.5 o)
aproximadamente 0.8 mg/kg cada semana o cada tres semanas.
Otro régimen de dosificacidén ejemplar comprende administrar
dosis incrementadas (por ejemplo, una dosis inicial de 1
mg/kg y un incremento gradual a una o mas dosis superiores
cada semana o durante un periodo prolongado de tiempo). Otros
regimenes de dosificacién también pueden ser atiles,
dependiendo del patrdén de decaimiento farmacocinético que el
profesional desee lograr. Por ejemplo, en algunas
modalidades, se contempla la dosificacidén de una a cuatro
veces a la semana. En otras modalidades, la dosificacidén una
vez al mes o se contempla una vez cada dos meses o0 cada tres
meses. El1 avance de esta terapia se monitorea facilmente
mediante técnicas y andlisis convencionales. El régimen de
dosificacidén puede variar <con el tiempo (incluyendo el
anticuerpo de CD123 o el ADC de CD123 utilizado).

Para el propdésito de 1la presente invencidn, la
dosificacién apropiada de un anticuerpo de CD123 o a ADC de
CD123 dependera del anticuerpo de CD123 o el ADC de CD123 (o

composiciones del mismo) empleado, el tipo y gravedad de los
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sintomas que se van a tratar, si el agente se administra para
propbdsitos terapéuticos, terapia previa, el historial clinico
del sujeto y respuesta del agente, la tasa de eliminacidén del
sujeto para el agente administrado y la discrecidn del médico
tratante. Normalmente, el clinico administrard un anticuerpo
de CD123 o a ADC de CD123 hasta que se logre una dosificacidn
que alcance el resultado deseado. La dosis vy/o frecuencia
pueden variar con el curso del tratamiento. Las
consideraciones empiricas, tales como la vida media,
contribuiran en general con la determinacién de la
dosificacién. Por ejemplo, los anticuerpos que son
compatibles con el sistema inmune humano, tales como
anticuerpos humanizados o anticuerpos totalmente humanos,
pueden utilizarse para prolongar la vida media del anticuerpo
y evitar que el anticuerpo sea atacado por el Sistema inmune
del huésped. La frecuencia de administracioén puede
determinarse y ajustarse con el curso de la terapia y en
general, pero no necesariamente, se basa en el tratamiento
y/0 supresidén y/o mejora y/o retraso de los sintomas, por
ejemplo, inhibicidén o retraso del crecimiento de tumor, etc.
Alternativamente, pueden ser apropiadas las formulaciones de

liberaciédn continua sostenida libera formulaciones de
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anticuerpos de CD123 o CD123 ADC. Se conocen en la técnica
diversas formulaciones 'y dispositivos para lograr una
liberacibén sostenida.

En una modalidad, las dosificaciones de un
anticuerpo de CD123 o a ADC de CD123 pueden determinarse de
forma empirica en individuos a quienes se ha dado una o més
administraciones del anticuerpo de CD123 o su ADC de CD123. A
los individuos se les dan dosis incrementadas de un
anticuerpo de CD123 o un antagonista de CD123. Para evaluar
la eficacia, puede seguirse un indicador de la enfermedad.

La administracién de un anticuerpo de CD123 o un
ADC de CD123 de acuerdo con el método de la presente
invencién, puede ser continua o intermitente, dependiendo,
por ejemplo, del padecimiento fisioldgico del receptor, si el
propdsito de la administracidn es terapéutica o profiléctica
% otros factores conocidos por los profesionistas
experimentados. La administracién de un anticuerpo de CD123 o
a ADC de CD123 puede ser esencialmente continua durante un
periodo preseleccionado de tiempo o puede ser en una serie de
dosis separadas.

En algunas modalidades, puede estar presente méas de

un anticuerpo de CD123 o ADC de CD123. Al menos puede estar
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presentes uno, al menos dos, al menos tres, al menos cuatro,
al menos cinco o més anticuerpos de CD123 o ADC de CD123
diferentes. En general, los anticuerpos de CD123 o CD123 ADC
pueden tener actividades complementarias que no se afectan de
forma adversa entre si. Por ejemplo, pueden utilizarse uno o
mds de los siguientes anticuerpos de CD123: un primer
anticuerpo de CD123 dirigido a un epitopo en CD123 y un
segundo anticuerpo de CD123 dirigido a un epitopo diferente
en CD123.

Las formulaciones terapéuticas del anticuerpo de
CD123 o el ADC de CD123 utilizado de acuerdo con la presente
invencidén se preparan para el almacenamiento al mezclar un
anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con
portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 212 edicién. Mack Publishing, 2005), en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los
portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son
toéxicos para los receptores a las dosificaciones %
concentraciones empleadas y pueden comprender amortiguadores
tales como fosfato, citrato y otros &cidos orgédnicos; sales

tales como cloruro de sodio; antioxidantes que incluyen &cido
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ascbdrbico y metionina; conservadores (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro
de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o
propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos) polipéptidos;

proteinas, tales como albumina de  Suero, gelatina o

inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina;

monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como
EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o
sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio;
complejos metdlicos (por ejemplo complejos de Zn-proteina);
y/o0 tensioactivos no ibénicos tales como TWEENT, PLURONICS™ o
polietilenglicol (PEG).

Los liposomas que contienen el anticuerpo de CD123
o el ADC de CD123 se preparan mediante métodos conocidos en
la técnica, tales como se describen en Epstein, et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. EE. UU. 82:3688, 1985; Hwang, et al., Proc.
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Natl Acad. Sci. EE. UU. 77:4030, 1980; y las Patentes de 1los
Estados Unidos Nos. 4,485,045 vy 4,544,545. Los liposomas con
tiempo de circulacién intensificada se describen en las
Patentes de los Estados Unidos No. 5,013,5506. Pueden
generarse liposomas particularmente Utiles mediante el método
de evaporacién de fase inversa con una composicidén lipidica
que comprende fosfatidilcolina, colesterol %
fosfatidiletanolamina derivada por PEG (PEG-PE) . Los
liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro
definido para producir liposomas con el didmetro deseado.
También pueden atraparse ingredientes activos en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacién o mediante la polimerizacidén interfacial, por
ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcédpsulas de gelatina vy

microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en

sistemas de administracién de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albtmina,
microemulsiones, nanoparticulas % nanocapsulas) o en

macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remington,
The Science and Practice of Pharmacy 212 edicién Mack

Publishing, 2005.

Pueden prepararse preparaciones de liberaciédn
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sostenida. Ejemplos adecuados de preparaciones de liberaciédn
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sélidos que contienen el anticuerpo, cuyas
matrices estdn en forma de articulos conformados, por
ejemplo, peliculas o microcapsulas. Ejemplos de matrices de
liberacién sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por
ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o) poli(alcohol
vinilico)), polilactidos (Patente de los Estados Unidos No.
3,773,919), copolimeros de Aacido L-glutédmico y 7 etil-L-
glutamato, acetato de viniletileno no degradable, copolimeros
degradables de 4acido 1léactico-acido glicdlico tales como
LUPRON DEPOT ™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de A&cido lactico-acido glicdélico y acetato de
leuprdélido), isobutirato de acetato de sacarosa y acido
poli-D-(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones para ser utilizadas para su
administracién in vivo deben ser estériles. Esto se acompafia
facilmente, por ejemplo, mediante filtracidn a través de las
membranas de filtracidén estériles. Las composiciones del
anticuerpo terapéutico de CD123 o ADC de CD123 generalmente
se colocan en un contenedor que tiene un Puerto de acceso

estéril, por ejemplo, una bolsa o vial de soluciédn
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intravenosa gue tiene una tapa perforable mediante una aguja
de inyeccidén hipodérmica.

Las composiciones de acuerdo con la ©presente
invencidén pueden estar en formas de dosificacidén unitaria
tales como tabletas, pildoras, capsulas, polvos, granulos,
soluciones o) suspensiones o) supositorios, para su
administracidén oral, parenteral o rectal o su administracidn
mediante inhalacidén o insuflacién.

Para preparar composiciones sdélidas tales como
tabletas, el ingrediente activo principal se mezcla con un
portador farmacéutico, por ejemplo, ingredientes e tableteado
convencional tales como almiddédn de maiz, lactosa, sacarosa,
sorbitol, talco, &cido estearico, estearato de magnesio,
fosfato dicédlcico o gomas y otros diluyentes farmacéuticos,
por ejemplo, agua, para formar una composicidn de
preformulacién sélida que contiene una mezcla homogénea de un
compuesto de la presente invencién o una sal no téxica
farmacéuticamente aceptable de 1la misma. Cuando se hace
referencia a estas composiciones de preformulacidén como
homogéneas, esto significa que el ingrediente activo se
dispersa de forma uniforme a través de toda la composicién,

de modo que la composicidn pueda subdividirse facilmente en
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formas de dosificacidédn unitarias similarmente efectivas tales
como tabletas, pildoras vy céapsulas. Esta composicidédn de
preformulacién sdbélida entonces se subdivide en formas de
dosificacién wunitaria del tipo descrito anteriormente que
contiene de 0.1 a aproximadamente 500 mg del ingrediente
activo de la presente invencién. Las tabletas o pildoras de
la composicidén novedosa pueden recubrirse o componerse de
otro modo para proporcionar una forma de dosificacidn que
menciona la ventaja de la accidén prolongada. Por ejemplo, la
tableta o ©pildora puede comprender un componente de
dosificacién interna vy de dosificacidén externa, la ultima
estd en forma de una envoltura sobre el primero. Los dos
componentes pueden separarse por una capa entérica que sirve
para resistir la desintegracién en el estdmago y permite que
el componente interno pase intacto en el duodeno o retardarse
en la liberacién. Puede utilizarse una variedad de materiales
de tales capas o recubrimientos entéricos, tales materiales
incluyen una cantidad de &cidos poliméricos y mezclas de
dcidos poliméricos con tales materiales como shellac, alcohol
cetilico y acetato de celulosa.

Los agentes adecuados de superficie activa

incluyen, en particular, agentes no idbnicos, tales como
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polioxietilensorbitanos (por ejemplo, Tween™ 20, 40, 60, 80 u
85) y otros sorbitanos (por ejemplo, SpanTM 20, 40, 60, 80 u
85). Las composiciones con un agente de superficie activa
comprenderdn de modo conveniente entre 0.05 y 5% del agente
de superficie activa y puede estar entre 0.1 y 2.5%. Si es
necesario, se apreciaré que pueden agregarse otros
ingredientes, por ejemplo, manitol u otros wvehiculos
farmacéuticamente aceptables.

Las emulsiones adecuadas pueden prepararse
utilizando emulsiones grasosas comercialmente disponibles,
tales como Intralipid, Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ vy
Lipiphysan™. El ingrediente activo puede ya sea disolverse en
una composicién de emulsidén premezclada o puede disolverse
alternativamente en un aceite (por ejemplo, aceite de soja,
aceite de cartamo, aceite de semilla de algoddn, aceite de
ajonjoli, aceite de maiz o aceite de almendras) vy una
emulsién formada después de mezclarla con un fosfolipido (por
ejemplo, fosfolipidos de huevo, fosfolipidos de soja o
lecitina de soja) y agua. Se apreciard gque pueden agregarse
otros ingredientes, por ejemplo, glicerol o glucosa, para
ajustar la tonicidad de la emulsidn. Las emulsiones

aplicables contendrdn normalmente hasta 20% de aceite, por
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ejemplo, entre 5 y 20%. La emulsidén grasa puede comprender
gotitas de grasa entre 0.1 y 1.0 um, en particular 0.1 y 0.5
um y tiene un pH en el margen de 5.5 a 8.0.

Las composiciones de la emulsidén pueden ser
aquellas preparadas al mezclar un anticuerpo de CD123 o a ADC
de CD123 con Intralipid™ o los componentes de las mismas
(aceite de soja, fosfolipidos de huevo, glicerol y agua).

Las composiciones para inhalacidén o insuflacidn
incluyen soluciones y suspensiones en solventes organicos o
acuosos farmacéuticamente aceptables o mezclas y polvos de
los mismos. Las composiciones sélidas o liquidas pueden
contener los excipientes farmacéuticamente aceptables
adecuados como se establecen en lo anterior. En algunas
modalidades, las composiciones se administran mediante la via
respiratoria oral o nasal para el efecto local o sistémico.
De preferencia, las composiciones en los solventes estériles
farmacéuticamente aceptables pueden nebulizarse mediante el
uso de gases. Las soluciones nebulizadas pueden respirarse
directamente a partir del dispositivo de nebulizacién o el
dispositivo de nebulizacidédn puede aspirarse directamente a
partir del dispositivo de nebulizacidén o el dispositivo de

nebulizacidén puede unirse a una mascarilla facial, tienda o
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maquina de respiracidén de presidn positiva intermitente. La
soluciédn, suspensioén o) composiciones en polvo pueden
administrarse, de preferencia, via oral o nasal, a partir de
dispositivos con la administracidén de la formulacidn de una

manera apropiada.

Composiciones

Las composiciones utilizadas en los métodos de 1la
invencién comprenden una cantidad efectiva de un anticuerpo
de CD123 o a ADC de (CD123 como se describe en la presente.
Ejemplos de tales composiciones, asi como el modo de
formular, también se describen en la seccidén anterior vy
siguiente. En algunas modalidades, la composicién comprende
uno o mas anticuerpos de CD123 o CD123 ADC. Por ejemplo, el
anticuerpo de CD123 reconoce el CD123 de humano. En algunas
modalidades, el anticuerpo de CD123 es un anticuerpo de
humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.
En algunas modalidades, el anticuerpo de CD123 comprende una
regidén constante que es capaz de desencadenar una respuesta
inmune deseada, tal como la 1lisis o ADCC mediada por el
anticuerpo. En otras modalidades, el anticuerpo de CD123

comprende una regidén constante que no desencadena una
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respuesta inmune indeseable o no buscada, tal como la lisis o
ADCC mediada por el anticuerpo. En otras modalidades, el
anticuerpo de CD123 comprende una o mas CDR del anticuerpo
(Tal como uno, dos, tres, cuatro, <cinco, o en algunas
modalidades, las seis CDR).

Se entendera que las composiciones pueden
comprender mas de un anticuerpo de CD123 o ADC de CD123 (por
ejemplo, una mezcla de anticuerpos de CD123 que reconocen
diferentes epitopos de CD123). Otras composiciones ejemplares
comprenden mas de un anticuerpo de CD123 o ADC de CD123 que
reconoce los mismos epitopo o especies diferentes de
anticuerpos de CD123 o ADC de CD123 que se unen a epitopos of
CD123 diferentes (por ejemplo, CD123 de humano).

En algunas modalidades, el anticuerpo de CD123
puede administrarse en combinacidédn con la administracidén de
uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Estos incluyen,
pero no se limitan a, la administracién de un agente
quimioterapéutico, una vacuna, una terapia a base de células
CAR-T, una terapia de citocinas, una vacuna, un anticuerpo
biespecifico de CD123, un inhibidor de otras rutas
inmunosupresoras, inhibidores de la angiogénesis, un

activador de células T, un inhibidor de una ruta metabdlica,
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un inhibidor de mTOR, un inhibidor de una trayectoria de
adenosina, un inhibidor de tirosina cinasa que incluye pero
no se limita a inlyta, inhibidores de ALK y sunitinib, un
inhibidor BRAF, un modificador epigenético, un inhibidor
IDO1l, un inhibidor o supresor de células Treg y/o de células
supresoras mieloides derivadas, un inhibidor JAK, un
inhibidor STAT, un inhibidor dependiente de ciclina cinasa,
un agente bioterapéutico (incluido pero no limitado a
anticuerpos para VEGF, VEGFR, EGFR, Her?2/neu, otros
receptores del factor de crecimiento, CCD20, CD40, CD-40L,
CTLA-4, OX-40, 4-1BB, CD123, PD-L1, TIGIT y ICOS), un agente
inmunogénico (por ejemplo, células cancerigenas atenuadas,
antigenos de tumor, células presentadoras del antigeno tales
como células dendriticas pulsadas con &cidos nucleicos o
antigeno derivado del tumor, citocinas estimulantes inmunes
(por ejemplo, IL-2, IFNo2, GM-CSF) vy células transfectadas
con genes que codifican citocinas estimulantes inmunes tales
como, pero no limitadas a GM-CSF). Ejemplos de agentes
quimioterapéuticos incluyen agentes de alquilacidén tales como
tiotepa vy <ciclosfosfamida; alquilsulfonatos tales como
busulfan, improsulfdn vy piposulfan; aziridinas tales como

benzodopa, carboquona, meturedopa y uredopa; etileniminas vy



10

15

20

118

metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida %
trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina vy
bullatacinona); wuna campotecina (incluyendo el topotecano
analogo sintético); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus andlogos sintéticos de adozelesina,
carzelesina vy bizelesina); criptoficinas (en particular,
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina

(incluyendo los anédlogos sintéticos KW-2189 vy CBI-TMI);

eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina;
espongistatina; mostazas de nitrdgeno tales Ccomo
clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato del 6xido de
mecloretamina, melfalana, novembichin, fenesterina,

prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina, ranimustina; antibidéticos tales como los
antibidéticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina,
especialmente caliqueamicina gammall y caliqueamicina phiIl,
ver, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl., 33:183-186
(1994); dinemicina, incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos,

tales como clodronato; una esperamicina; asi como crombdforo
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de neocarzinostatina y cromdéforos del antibidtico enediina

relacionado con cromoproteina), aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, carabicina, caminomicina, carzinofilina,

cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-
diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina (incluyendo morfolin-
doxorubicina, cianomorfolin-doxorubicina, 2-pirrolin-
doxorubicina y desoxidoxorubicina), doxorubicina lisosomal
pegilada, epirubicina, esorubicina, idarubicina,

marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, é&cido

micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; anti-metabolitos tales como
metotrexato vy 5-fluorouracilo (5-FU); anadlogos de &acido

félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-
mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrbégenos tales como calusterona,

propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
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testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida,
mitotano, trilostano; reponedores de acido fdélico tales como
dcido frolinico; aceglatona; glicdésido de aldofosfamida;
acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona;
elformitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etogltcido;
nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina;

maitansinoides tales Ccomo maitansina y ansamitocinas;

mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido
pododilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; razoxano;
rizoxina; sizofurén; espirogermanio; acido tenuazdbdnico;
triaziquona; 2,2",2"-triclorotrietilamina; tricotecenos

(especialmente la toxina T-2, verracurina A, roridina A vy
anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina;
mitobronitol; mitolactol; pipobromédn; gacitosina; arabindsido
(“"Ara-C”); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo
paclitaxel y doxetaxel; clorambucilo; gemcitabina; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; andlogos de platino
tales como cisplatino y carboplatino; wvinblastina; platino;
etopdsido (VP-106) ; ifosfamida; mitoxantrona; vincristina;

vinorelbina; novantrona; tenipdsido; edatrexato; daunomicina;
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aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inhibidor de
topoisomerasa RF'S 2000; difluorometilornitina (DMFO) ;
retinoides tales como &cido retinoico; capecitabina; y sales,
acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera
de los anteriores. También se incluyen agentes anti-
hormonales que actuan para regular o inhibir la accidn
hormonal en tumores tales como anti-estrdégenos y moduladores

selectivos del receptor de estrdgenos (SERM), incluyendo, por

ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, droloxifeno, 4 -
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY117018,
onapristona y toremifeno (Fareston); inhibidores de aromatasa

que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccidn de

estrébgeno en las glandulas adrenales, tales como, ©por

ejemplo, 4 (5)-imidazoles, aminoglutetimida, acetato de
megestrol, exemestano, formestano, fadrozol, vorozol,
letrozol y anastrozol; y anti-andrdgenos tales como

flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprdélido y goserelina;
y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualguiera de los anteriores.

En algunas modalidades, un anticuerpo de CD123 se
utiliza Jjunto con uno o mas agentes terapéuticos diferentes

que dirigen un modulador de punto de control inmune, tal
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como, por ejemplo y sin limitacidén, un agente dirigido a
cpl23, PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3, B7-H3, B7-H4, B7-DC (PD-
L2), B7-H5, B7-H6, B7-H8, B7-H2, B7-1, B7-2, ICOS, ICOS-L,
TiGrir, <¢p2, <<cb47, <CD80O, <CD86, <(CD48, <C(CD58, (D226, CD155,
cpl1lz, LAIR1, 2B4, BTLA, CDle60, TIM1, TIM-3, TIM4, VISTA (PD-
H1), OX40, O0OX40L, GITR, GITRL , CD70, CD27 , 4-1BB, 4-BBL,
DR3, TL1A, (CD40, CD40L, CD30, CD30L, LIGHT, HVEM, SLAM
(SLAMF1, CD150), SLAMFZ2 (CD48), SLAMF3 (CD229), SLAMF4 (2B4,
CD244), SLAMF5 (CD84), SLAMF6 (NTB-A), SLAMCF7 (CS1), SLAMFS8
(BLAME), SLAMF9 (CD2F), (D28, CEACAMI1 (CD66a ), CEACAMS3,
CEACAMA4, CEACAMS, CEACAMG, CEACAMT7, CEACAMS, CEACAM1-3AS
CEACAM3CZ2, CEACAM1-15, PSG1-11, CEACAM1-4C1, CEACAM1-4S,
CEACAM1-41, IDO, TDO, CCR2, ruta de CD39-CD73-adenosina
(A2AR), BTK, TIK, CXCR2, CCR4, CCR8, CCR5, ruta VEGF, CSF-1 o
un modulador de la respuesta inmune innata. En algunas
modalidades, un anticuerpo de CD123 se utiliza junto con, por
ejemplo, un anticuerpo anti-PD-L1 antagonista tal como, por
ejemplo, BMS-936559 (MDX-1105; un anticuerpo de CD123 tal
como, por ejemplo, nivolumab, pembrolizumab y pidilizumab; un
antagonista del anticuerpo anti-CTLA-4 tal como, por ejemplo,
ipilimumab; wun anticuerpo antagonista anti-LAG-3 tal como

BMS-986016 y IMP701; un anticuerpo antagonista anti-TIM-3; un
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anticuerpo antagonista anti-B7-H3 tal como, ©por ejemplo,
MGA271; un anticuerpo antagonista anti-VISTA; un anticuerpo
antagonista anti-TIGIT; un anticuerpo antagonista anti-CD28;
un anticuerpo anti-CD80; un anticuerpo anti-CD86; un
anticuerpo antagonista anti-B7-H4; un anticuerpo anti-ICOS
agonista; un anticuerpo agonista anti-CD28; un modulador de
la respuesta inmune innata (por ejemplo, TLR, KIR, NKG2A) vy
un inhibidor IDO. En algunas modalidades, un anticuerpo de
CD123 se wutiliza Jjunto con un agonista 4-1BB (CD137) tal
como, por ejemplo, PF-05082566 o BMS-663513. En algunas
modalidades, un anticuerpo de CD123 se utiliza Jjunto con un
agonista 0X40 tal como, por ejemplo, un anticuerpo agonista
anti-0X-40. En algunas modalidades, un anticuerpo de CD123 se
utiliza junto con un agonista GITR tal como, por ejemplo, un
anticuerpo agonista anti-GITR tal como, por ejemplo y sin
limitacién, TRX518. En algunas modalidades, un anticuerpo de
CD123 se wutiliza Jjunto con un inhibidor IDO. En algunas
modalidades, un anticuerpo de CD123 se utiliza Jjunto con una
terapia de citocina tal como, por ejemplo y sin limitacidn,
IL-15, CSF-1, MCSF-1, etc.

En algunas modalidades, un anticuerpo de CD123 se

utiliza Junto con uno o mas anticuerpos terapéuticos
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diferentes, tal como, por ejemplo y sin limitacidén, un
anticuerpo que se dirige a CD19, CD22, CD40, CD52 o CCRA4.

En algunas modalidades, la terapia con el
anticuerpo de CD123 puede preceder o seguir el otro
tratamiento con el agente mediante intervalos que oscilan de
minutos a semanas. En modalidades donde se administran por
separado los otros agentes y/o proteinas o polinucledétidos,
uno podria en general asegurar que un periodo significativo
de tiempo no caducaria entre cada administracidén, de modo que
el agente y la composicién de la presente invencidn todavia
podria ser capaz de ejercer un efecto combinado de forma
ventajosa en el sujeto. En tales casos, se contempla gue uno
puede administrar ambas modalidades durante aproximadamente
12-24 h entre si vy, de mayor preferencia, durante de
aproximadamente 6-12 h entre si. En algunas situaciones,
Puede desearse extenderse significativamente el periodo de
tiempo para su administracidén; sin embargo, en un lapso de
varios dias (2, 3, 4, 5, 6 o 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4,
5, 6, 7 o 8) entre las administraciones respectivas.

En algunas modalidades, una composicidén de
anticuerpo de CD123 comprende un segundo agente seleccionado

de crizotinib, palbociclib, gemcitabina, ciclofosfamida,
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fluorouracilo, FOLFOX, acido folinico, oxaliplatino,
axitinib, malato de sunitinib, tofacitinib, Dbevacizumab,
rituximab y traztuzumab.

En algunas modalidades, una composicidén del
anticuerpo de CD123 se combina con un régimen de tratamiento
adicional que comprende una terapia tradicional seleccionada
del grupo que consiste de: cirugia, terapia de radiaciédn,
quimioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia, terapia
hormonal, inhibicién de angiogénesis y cuidados paliativos.

La composicién utilizada en la presente invencidn
puede ademas comprender portadores, excipientes o)
estabilizadores farmacéuticamente aceptables, (Remington: The
Science and practice of Pharmacy 21& ediciédn, 2005,
Lippincott Williams y Wilkins, Ed. K. E. Hoover), en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los
portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no
téxicos a los receptores a las dosificaciones %
concentraciones y pueden comprender amortiguadores tales como
amortiguadores tales como fosfato, citrato y otros &cidos
organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico %
metionina; conservadores (tales como cloruro de

octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro
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de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol

butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o

propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas tales como

albtmina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacéaridos, disacaridos 'y otros
carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextranos;
agentes qguelantes tales como EDTA; azlcares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; complejos metédlicos
(por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensiocactivos no
iénicos tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol
(PEG) . Los excipientes farmacéuticamente aceptables se

describen aun més en la presente.

Polinucledbétidos, vectores y células huésped

La invencién también proporciona polinucledtidos
aislados que codifican los anticuerpos de la invencidén vy

vectores y células huésped que comprenden el polinucledtido.
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En otro aspecto, la invencidén proporciona composiciones
(tales como composiciones farmacéuticas) que comprenden
cualquiera de los polinucledtidos de la invencidén. En algunas
modalidades, la composicidédn comprende un vector de expresidn
que comprende un polinucledétido que codifica cualgquiera de
los anticuerpos descritos en la presente. En otro aspecto, la
invencidén proporciona un método para elaborar cualquiera de
los polinucledtidos descritos en la presente.

Los polinucledtidos complementarios a cualquiera de
las secuencias también se abarcan por la presente invencién.
Los polinucledétidos pueden ser de una sola hebra (de
codificacidén o antisentido) o de doble hebra y puede ser de
moléculas de ADN (gendémico, ADNc o sintético) o ARN. Las
moléculas de ARN incluyen moléculas de ARNHn, gue contienen
intrones y corresponden con una molécula de AND en una manera
de uno a uno y las moléculas de ARNm gque no contienen
intrones. Las secuencias de codificacién o sin codificacién
adicionales pueden, pero no necesitan estar presentes dentro
de un polinucledétido de la presente invencidén y un
polinucledétido puede, pero no necesita enlazarse a otras
moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledétidos pueden contener una secuencia
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nativa (es decir, una secuencia enddbgena que codifica un
anticuerpo o una porcién de la misma) o puede comprender una
variante de tal secuencia. Las variantes de polinucledtidos
contienen una o mAs sustituciones, adiciones, supresiones y/o
inserciones de modo que no se reduzca la inmunorreactividad
del polipéptido, en relacidén con una molécula inmunorreactiva
nativa. El efecto sobre la inmunorreactividad del polipéptido
codificado puede evaluarse en general como se describe en 1la
presente. De preferencia, las variantes muestran al menos
aproximadamente 70% de identidad, de mayor preferencia, al
menos aproximadamente 80% de identidad, incluso de mayor
preferencia, al menos aproximadamente 90% de identidad y de
mayor preferencia, al menos aproximadamente 95% de identidad
a una secuencia de polinucledbétidos que codifica un anticuerpo
nativo o porcidén del mismo.

Se dice que dos secuencias de polinucledtidos o
polipéptidos son “idénticas” si la secuencia de nucledtidos o
aminoacidos en las dos secuencias es la misma cuando se
alinean para una correspondencia maxima como se describe a
continuacién. Las comparaciones entre las dos secuencias
normalmente se realizan al comparar las secuencias sobre una

ventana de comparacidén para identificar y comparar las
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regiones locales de similaridad de la secuencia. Como se
utiliza en la presente, una “ventana de comparacién” se
refiere a un segmento de al menos aproximadamente 20
posiciones contiguas, usualmente de 30 a aproximadamente 75 o
de 40 a aproximadamente 50, en la cual puede compararse una
secuencia con una secuencia de referencia del mismo numero de
posiciones contiguas después que las dos secuencias se
alinean de forma o6ptima.

La alineacioén bptima de secuencias para su
comparacién puede llevarse a cabo al wutilizar el programa
Megalign en el software de ©programa de Dbioinformatica
Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI), al utilizar
pardmetros predeterminados. Este programa abarca diversos
esquemas descritos en las siguientes referencias: Dayhoff,
M.0., 1978, A model of evolutionary change in proteins -
Matrices for detecting distant relationships. En: Dayhoff,
M.0O. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National
Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Supl.
3, pp. 345-358; Hein J., 1990, Unified Approach to Alignment
and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183,
Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. y Sharp,

P.M., 1989, CABIOS 5:151-153; Myers, E.W. y Muller W., 1988,
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CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D., 1971, Comb. Theor. 11:105;
Santou, N., Nes, M., 1987, Mol. Biol. Evol. 4:406-425;
Sneath, P.H.A. y Sokal, R.R., 1973, Numerical Taxonomy the
Principles and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press,
San Francisco, CA; Wilbur, W.J. y Lipman, D.J., 1983, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 80:726-730.

De preferencia, el ‘“porcentaje de identidad de
secuencia” se determina al comparar dos secuencias alineadas
de manera o6ptima sobre una ventana de comparacién de al menos
20 posiciones, en donde la porcidén de la secuencia de
polinucledétidos o polipéptidos en la ventana de comparacidn
puede comprender adiciones o supresiones (es decir, espacios)
de 20 por ciento o menos, usualmente de 5 a 15 por ciento o
de 10 a 12 por ciento, cuando se compara con las secuencias
de referencia (la cual no comprende adiciones o supresiones)
para la alineacidén optima de las dos secuencias. El
porcentaje se calcula al determinar el numero de posiciones
en los cuales aparecen las bases de acidos nucleicos
idénticas o residuos de aminocacidos en ambas secuencias para
producir el numero de posiciones coincidentes, al dividir el
numero de posiciones coincidentes entre el numero total de

posiciones en la secuencia de referencia (es decir, el tamafio
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de la ventana) vy multiplicar los resultados por 100 para
producir el porcentaje de identidad de secuencia.

Las variantes también pueden 0 de forma
alternativa, ser sustancialmente homélogas a un gen nativo o
una porcidén o complemento de la misma. Tales variantes de
polinucledétidos son capaces de hibridarse bajo condiciones
moderadamente estrictas para una secuencia de AND de origen
natural que codifica un anticuerpo nativo (o una secuencia
complementaria) .

Las condiciones “moderadamente astringentes”
incluyen lavar previamente en una solucidén de 5 X SSC, SDS al
0.5%, EDTA 1.0 mi (pH 8.0); hibridar a 50°C-65°C, 5 X SSC,
durante la noche; seguido por lavar dos veces a 65°C durante
20 minutos con cada uno de SSC 2X, 0.5X y 0.2X que contiene
SDS al 0.1 %.

Como se utiliza en la presente, “condiciones
altamente astringentes” o “condiciones de alta astringencia”
son aquellas que: (1) emplean una baja Resistencia idnica vy
alta temperatura para el lavado, por ejemplo cloruro de sodio
0.015 M /citrato de sodio 0.0015 M /dodecil sulfato de sodio
al 0.1% a 50°C; (2) emplear un agente desnaturalizante

durante la hibridacién, tal como, por ejemplo, formamida al
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50% (v/v) formamida con albumina de Suero de bovino al 0.1%
/Ficoll al 0.1%/polivinilpirrolidona al 0.1%/amortiguador de
fosfato de sodio 50 ml a pH 6.5 con cloruro de sodio 750 ml,
citrato de sodio 75 ml a 42°C; o (3) emplear formamida al
50%, 5 x SSC (NaCl 0.75 M, citrato de sodio 0.075 M), fosfato
de sodio 50 mi (pH 6.8), pirofosfato de sodio al 0.1%, 5 x
solucidén de Denhardt, ADN de esperma de salmdén sonicado (50
pg/ml), SDS al 0.1% y dextradan sulfato al 10% a 42°C, con
lavados a 42°C en 0.2 x SSC (cloruro de sodio/citrato de
sodio) y formamida al 50% a 55°C, seguida por un lavado de
alta astringencia que consiste de 0.1 x SSC que contiene EDTA
a 55°C. El técnico experimentado reconocerda cdédmo ajustar la
temperatura, la Resistencia idénica, etc. como sea necesario
para acomodar los factores tales como la longitud de la sonda
y similares.

Se apreciarad por aquel con experiencia ordinaria en
la técnica, como un resultado de la degeneracidén del cdédigo
genético, que existen muchas secuencias de nucledtidos que
codifican un polipéptido como se describe en la presente.
Algunos de estos polinucledtidos llevan una homologia minima
para la secuencia de s de cualquier gen nativo. Sin embargo,

los polinucledétidos que wvarian debido a las diferencias de
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utilidad del coddébn se contemplan especificamente por la
presente invencién. Ademds, los alelos de 1los genes que
comprenden las secuencias de polinucledbétidos proporcionadas
en la presente estidn dentro del alcance de la presente
invencién. Los alelos son genes enddgenos que se alteran como
resultado de una o méds mutaciones, tales como supresiones,
adiciones y/o sustituciones de nucledbdtidos. E1l ARNm
resultante vy la proteina pueden, pero no necesariamente
tienen una estructura o funcidén alterada. Los alelos pueden
identificarse utilizando técnicas estéandar (tales como
hibridacién, amplificacidén y/o bases de datos de comparaciodn
de secuencias).

Los polinucledétidos de esta invencidédn pueden
obtenerse al utilizar la sintesis quimica, métodos
recombinantes o PCR. Los métodos para la sintesis quimica de
polinucledétidos son bien conocidos en la técnica y no
necesitan describirse en detalle en la presente. Aquel con
experiencia en la técnica puede utilizar las secuencias
proporcionadas en la presente y un sintetizador de ADN
comercial para producir una secuencia de ADN deseada.

Para preparar polinucledétidos que utilizan métodos

recombinantes, puede insertarse un polinucledtido que
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comprende una secuencia deseada en un vector adecuado y el
vector a su vez puede introducirse en una célula huésped
adecuada para su replicacidén y amplificacidén, como se discute
atn mas en la presente. Los polinucledtidos pueden insertarse
en las células huésped mediante cualesquier medios conocidos
en la técnica. Las células se transforman al introducir un
polinucledtido endbdgeno mediante captacién directa,
endocitosis, transfeccidn, apareamiento F o electroporacidn.
Una vez introducidas, el polinucledétido exdbgeno puede
mantenerse dentro de la célula como un vector no integrado
(tal como un plésmido) o integrarse en el genoma de la célula
huésped. E1 polinucledétido amplificado de este modo puede
aislarse a partir de la célula huésped mediante métodos bien
conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Sambrook et al.,
1989.

Alternativamente, la PCR permite la reproduccidén de
las secuencias de ADN. La tecnologia PCR es bien conocida en
la técnica y se describe en 1las Patentes de 1los Estados
Unidos Nos. 4,683,195, 4,800,159, 4,754,065 y 4,683,202, asi
como en PCR: The Polimerase Chain Reaction, Mullis et al.
eds., Birkauswer Press, Boston, 1994.

E1l ARN puede obtenerse al utilizar el ADN aislado
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en un vector apropiado e insertarlo en una célula huésped
adecuada. Cuando la célula se replica y el ADN se transcribe
en ARN, el ARN entonces puede aislarse al utilizar métodos
bien conocidos por aquel con experiencia en la técnica, como
se establece en Sambrook et al., 1989, supra, por ejemplo.
Los vectores de clonacién adecuados pueden
construirse de acuerdo con técnicas estandar o pueden
seleccionarse a partir de un gran numero de vectores de
clonacién disponibles en la técnica. Mientras que el vector
de clonacién seleccionado puede variar de acuerdo con la
célula huésped prevista para utilizarse, los vectores de
clonacidén Utiles tendrdan en general la capacidad de
autorreplicarse, pueden poseer un solo objetivo para una
endonucleasa de restriccidén particular vy/o pueden portar
genes para un marcador que puede utilizarse en seleccionar
clones que contengan el vector. Ejemplos adecuados incluyen
plasmidos y virus bacterianos, por ejemplo, pUC18, pUC19,
Bluescript (por ejemplo, pBS SK+) y sus derivados, mpl8§,
mpl9, pBR322, pMBY9, ColEl, pCR1, RP4, ADN de fagos y vectores
de lanzadera tales como pSA3 y pAT28. Estos y muchos otros
vectores de clonaciédn estédn disponibles a partir de

vendedores comerciales tales como BioRad, Strategene e
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Invitrogen.

Los vectores de expresidén pueden replicar en
general constructos de polinucleétidos replicables que
contienen un polinucledétido de acuerdo con la invencidn. Esto
implica que un vector de expresidn puede replicarse en 1las
células huésped vya sea como episomas © como una parte
integral del ADN cromosdémico. Los vectores de expresidn
adecuados incluyen, pero no se limitan a plésmidos, vectores
virales, incluyendo 1los adenovirus, virus adeno-asociados,
los retrovirus, cdésmidos y vectores de expresidn descritos en
la Publicacidén PCT No. WO 87/04462. Los componentes del
vector pueden incluir en general, pero no se limitan a uno o
més de lo siguiente: una secuencia de sefial; un origen de la
replicacidén; uno o més genes marcadores; elementos adecuados
de control transcripcional (tales como promotores,
intensificadores y terminadores). Para la expresidn (es
decir, la traduccidén), uno o més elementos de control
traductorial también se requiere usualmente, tal como sitios
de unidén al ribosoma, sitios de inicio de 1la traduccidén vy
codones de detenciédn.

Los vectores que contienen los polinucledétidos de

interés puede introducirse en 1la célula huésped mediante
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cualquiera de un numero de medios apropiados, incluyendo
electroporacién, cloruro de calcio que emplea transfeccién,

cloruro de rubidio, fosfato de calcio, DEAE-dextrdn u otras

sustancias; bombardeo de microproyectiles; lipofeccidn; e
infeccidén (por ejemplo, <cuando el vector es un agente
infeccioso tal como un virus de wvacuna). La eleccidédn de

introducir vectores o polinuclebdétidos a menudo dependerd de
las caracteristicas de la célula huésped.

La invencidén también proporciona células huésped
que comprenden cualquiera de los polinucledtidos descritos en
la presente. Pueden utilizarse cualesquier células huésped
capaces de sobreexpresar ADN heterbdlogos para el propdsito de
aislar los genes que codifican el anticuerpo, polipéptido o
proteina de interés. Ejemplos no limitantes de células
huésped de mamiferos incluyen, pero no se limitan a células
COS, HelLa vy CHO. Ver también la Publicacién PCT No. WO
87/04462. Las células huésped que no son de mamiferos
adecuadas incluyen procariotas (tales como E. coli o B.
subtillis) y levaduras (tales como S. cerevisae, S. pombe; ©
K. lactis). De preferencia, las células huésped expresan los
ADNc a un nivel de aproximadamente 5 veces mayor, de mayor

preferencia, 10 veces mayor, incluso de mayor preferencia, 20
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veces mayor dque del anticuerpo enddgeno correspondiente o
proteina de interés, =si estd ©presente, en las células
huésped. La deteccién de células huésped por una unidn
especifica a CD123 se efectlla mediante un inmunoensayo o
FACS. Puede identificarse wuna célula gque sobreexpresa el

anticuerpo o proteina de interés.

Kits

La invencidén también proporciona kits para su uso
en los métodos instantédneos. Los kits de la invencidn
incluyen uno o mas recipientes que comprenden el anticuerpo
de CD123 o el ADC de CD123 como se describe en la presente e
instrucciones de uso de acuerdo con cualquiera de los métodos
de la invencién descritos en la presente. En general, estas
instrucciones comprenden una descripcidén de la administracidn
del anticuerpo de CD123 o el ADC de CD123 para 1los
tratamientos terapéuticos descritos anteriormente.

Las instrucciones que se relacionan con el uso de
los anticuerpos de CD123 o los ADC de CD123 como se describen
en la presente, incluyen en general informacidén como la
dosificacidén, esquema de dosis y via de administracidén para

el tratamiento previsto. Los recipientes pueden ser dosis
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unitarias, pagquetes a granel (por ejemplo, paquetes de
miltiples dosis) o subunidades de dosis. Las instrucciones
suministradas en los kits de la invencidédn son instrucciones
normalmente escritas en una etiqueta o inserto de paquete
(por ejemplo, una hoja de papel incluida en el kit), pero
también son aceptables las instrucciones gque se leen por
maquina (por ejemplo, instrucciones llevadas en un disco de
almacenamiento éptico o magnético).

Los kits de esta invencidén también estidn en un
embalaje adecuado. El embalaje adecuado incluye, pero no se
limita a, viales, botellas, frascos, embalajes flexibles (por
ejemplo, bolsas Mylar o de plastico selladas) y similares.
También se contemplan pagquetes para su uso en combinacidén con
un dispositivo especifico, tal como un inhalador, dispositivo
de administracidén nasal (por ejemplo, un atomizador) o un
dispositivo de infusidén, tal como una minibomba. Un kit puede
tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente
puede ser una bolsa de solucidén intravenosa o frasco dJque
tenga una tapa perforable mediante una aguja de inyeccidn
hipodérmica). El1l recipiente también puede tener un puerto de
acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una

bolsa de solucidédn intravenosa o frasco que tenga un tapdn
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perforable mediante una aguja de inyeccidén hipodérmica). Al
menos un agente activo en la composicidén es un anticuerpo de
CD123. El1 recipiente puede ademds comprender un segundo
agente farmacéuticamente activo.

Los kits pueden proporcionar opcionalmente
componentes adicionales, tales como amortiguadores e
informacidén interpretativa. Normalmente, el kit comprende un
recipiente y una etiqueta o insertos de pagquete en o asociado

con el recipiente.

Depdsito bioldgico

Los materiales representativos de la ©presente
invencidén se depositaron en la Coleccidédn Americana de Tipos
de Cultivo (ATCC) el 29 de junio de 2017. El vector que tiene
el No. de acceso ATCC PTA-124283 es un polinucledtido que
codifica una secuencia de cadena pesada del anticuerpo de
CD123 humanizado y el vector que tiene el No. de acceso ATCC
PTA-124284 es un polinucledétido que codifica una secuencia de
cadena ligera del anticuerpo de CD123 humanizado. Los
depdsitos se hicieron bajo las disposiciones del Tratado de
Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdsito

de Microorganismos para el Propdésito del Procedimiento de
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Patentes y Regulaciones del mismo (Tratado de Budapest). Esto
asegura el mantenimiento de un cultivo viable del depdsito
durante 30 afios a partir de la fecha de depdsito. E1l depdsito
se hard disponible mediante ATCC Dbajo los términos del
Tratado de Budapest y sujeto a un acuerdo entre Pfizer Inc. y
ATCC, el cual asegura una disponibilidad permanente y no
restringida de la progenie del cultivo del depdsito después
de la emisidén de la Patente de los Estados Unidos pertinente
o después de permanecer abierta al publico por cualquier
solicitud de patente extrajera o de los Estados Unidos, 1lo
que sea primero y asegure la disponibilidad de la progenie a
una determinada por el Comisionado de Patentes vy Marcas
Comerciales de los Estados Unidos que tenga derecho a esto en
virtud de 35 U.S.C. Seccidén 122 y las reglas del Comisionado
en virtud del presente (incluyendo 37 C.F.R. Seccidén 1.14 con
referencia particular a 886 0OG 638).

Se ha acordado que si un cultivo de los materiales
en depdsito muriera o se perdiera o se destruyera cuando se
cultiven Dbajo condiciones adecuadas, los materiales se
reemplazaran rapidamente después de la notificacidén con otro
del mismo. La disponibilidad del material depositado no debe

interpretarse como una licencia para practicar la invencidn
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en contravencidén de los derechos otorgados en virtud de 1la
autoridad de cualquier gobierno de acuerdo con sus leyes de

patentes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos solo se ofrecen para
propdésitos dilustrativos y no pretenden limitar de ninguna
manera el alcance de la presente invencién. De hecho,
diversas modificaciones de la invencidén ademés de las
mostradas y descritas en la presente se volverdn aparentes
por aquellos con experiencia en la técnica a partir de 1la
descripcidn anterior vy caen dentro del alcance de las

reivindicaciones anexas.

Ejemplo 1: Citotoxicidad in vitro de conjugados de

anticuerpo-fadrmaco de CD123

Este ejemplo ilustra la citotoxicidad de diversos
ADC de CD123.

En este estudio, la citotoxicidad de diversos ADC
de CD123 se probd al utilizar un ensayo 2D de citotoxicidad
in vitro en las siguientes lineas celulares de AML: MOLM13,

Mv41ll, JVM3, Granatabl9, OCI-AML3, NB4 y HL60. La Tabla 4
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indica el nivel de expresidén de CD123 para cada una de 1las

células respectivas utilizadas.

Tabla 4. Nivel de expresién de CD123 en diversas lineas

celulares de AML.

Linea celular
MOLM13 | MV411 | JVM3 | Grantas19 | OC€" | NB4 | HLe0
AML3
Nivel de
expresion +++ +++ ++ ++ + + -
de CD123

El primer grupo de los ADC probados fueron ADC de
CD123 conjugados a CPI con un enlazador de AcLysValCitPABC.
Estos ADC fueron: 18G3-CPI, 16D6-CPI, 3D1-CPI vy 20D7-CPI,
cada uno de los cuales tiene wuna Relacidén de Farmaco:
Anticuerpo (DAR) de ~2. La preparacién de ADC de CD123 se
describe en detalle en el Ejemplo 5, infra. Una IgG de
control (IgG que no se une a CD123) con el agente CPI con un
DAR de ~2 (“Neg.8.8"”) se utilizdé como un control negativo.

Para el ensayo 2D de citotoxicidad in vitro, se
incubaron células AML con ADC o control a las siguientes
dosis: 100 ng/ml, 25 ng/ml, 6.25 ng/ml, 1.56 ng/ml, 0.39

ng/ml, 0.09 ng/ml, 0.024 ng/ml, 0.006 ng/ml, 0.002 ng/ml vy
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0.0004 ng/ml durante 96 horas. La disponibilidad celular se
midid con CelltiterGlo (Promega, Madison, WI) % la
luminiscencia se determine al utilizar un lector de placas
Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los calculos del valor de
inhibicidén al 50% (IC50) se generaron al utilizar 4 ajustes
de la curva de parametros XLfit (IDBS, Boston, MA). Los

resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores IC50 de ADC de CD123-CPI en células AML.

IC50 (ng/mL) en células de AML
ADC ocl-
MOLM13 | MV411 | JVM3 | Granta519 NB4 HL60
AML3
025+ | 041+ | 069¢ 265+ | 6392+ | >84.41
18G3-CPI 0.04 0.07 022 | 0380011 "5 36.08 | 33.30
022+ 04+ | 0591 >105.34
16D6-CPI 0.05 0.15 0.24 - - - +94.66
0.33 & >104.68
3D1-CPI 0.06 - - - - - +95.32
032+
20D7-CPI 32 ] ] ] ] ] ]
Neg.8.8- | >88.43+ | 0082+ | >77+ | >87.85% >113.43
CPI 18.66 8.64 14.3 12.14 | >100£01>100£0 | 419 0g

Los resultados muestran que los CD123-CPI son
citotdéxicos para las células que expresan CD123 y son mas
citotdéxicos que un CPl1 no especifico (Neg8.8-CPI). Por

ejemplo, en células MOLM13, 1la IC50 de 1los ADC 18G3-CPI,
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16D6-CPI y 3D1-CPI de CD123 fueron 0.25 + 0.04 ng/mL, 0.22 +
0.05 ng/mL, 0.33 + 0.06 ng/mL vy 0.32 £ 0.14 ng/mL,
respectivamente. En contraste, la IC50 de Neg.8.8-CPI fue
>88.43 £ 18.66 (Tabla 5, ultima hilera). Neg.8.8-CPI con un
DAR de ~2 fue sustancialmente menos activo a las mayores
dosis probadas (Tabla 5, Gltima hilera). Los valores de IC50
del ADC de CD123 indicado se correlacionan bien con el nivel
de expresidén de CD123 en las células (Tablas 4 y 5). Por
ejemplo, los IC50 de 18G3-CPI en células MV41ll gue expresan a
niveles de CD123, fueron de 0.41 £ 0.07. En contraste, 1los
IC50 de 18G3-CPI en células NB4 gue expresan bajos niveles de
CD123, fueron de 63.92 + 36.08 y los IC50 de 18G3-CPI en
células HL60 gue no expresan CD123, fue >84.4 + 33.30.

El ADC de CCD123-18G3 ADC que se conjugd con un
agente diferente, vya sea <con iPr-caliqueamicina o CTI
(glucurdnido) tuvo un efecto citotdxico similar. E1l ensayo de
citotoxicidad que resultd para el 18G3 conjugado con iPr-
caliqueamicina (“iPr”) se resumen en la Tabla 6. Los
resultados del ensayo de citotoxicidad que resultaron para el
18G3 conjugado con CTI (glucurdénido) se resumen en la Tabla

7.
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Tabla 6: Valores de IC50 del ADC de CDl1l23-iPr en células de

AML.
IC50 (ng/mL) en células de AML
Linea celular MOLM13 MV4-11
Nivel de expresiéon de CD123 +++ +++
18G 3-iPr 0.05075+ 0.01 | 0.125+0.06
Neg 8.8 -iPr 96.23 >100

Tabla 7: Valores de IC50 del ADC de CD1l23-CTI en células de

AML,.
IC50 (ng/mL) en células de AML
c';'l':ﬁ:r MOLM13 MV411 Granta519 JVM3 OCI-AML3 NB4 HL60
Nivel de
expresion +++ +++ ++ ++ + + -
de CD123
18G3-CTl | 0.33£0.05 0.51 +0.06 0.26+0.04 | 1.3:0.36 258+06 | 38.60£9.18 | >100+0
Neg.8.8-CTI | >100+0 | 84.96+1504 | >100+0 >100 % 0 >100 £ 0 >100 % 0 >100 £ 0

Estos datos demuestran que el ADC de CD123 con un
DAR de ~2 son activos e inducen la muerte celular en lineas
celulares de <cancer dque expresan CD123, pero gque son
inactivas en células gque no expresan CD123. Esto demuestra la

potencia y especificidad de estos ADC.

Ejemplo 2: Ruta de seflalizacidén de interleucina-3 (IL-3) vy
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citotoxicidad de los anticuerpos de CD123 y ADC

Este ejemplo ilustra la capacidad de los
anticuerpos de CD123 para bloquear la sefializacién de IL-3 vy
citotoxicidad de ADC de CD123.

Este estudio se 1llevdé a cabo para determinar si
cualgquiera de los clones del anticuerpo de CDI123 se une de
forma competitiva a los sitios de unién de IL-3 en células
TF-1 que expresan CD123/IL-3Ra. Las células TF-1 que expresan
CD123/IL-3Ra se coincubaron con 20 ng/ml de 1IL-3 vy los
siguientes anticuerpos de CD123: 3D1, 18G3 y 16D6 con dosis a
100 ng/ml, 25 ng/ml, 6.25 ng/ml, 1.56 ng/ml, 0.39 ng/ml, 0.09
ng/ml, 0.024 ng/ml, 0.006 ng/ml, 0.002 ng/ml y 0.0004 ng/ml.
El anticuerpo de CD123 7G3 se utilizdé como un anticuerpo de
referencia que se ha mostrado bloquea la ruta de sefializacidn
de IL-3 y el anticuerpo Neg 8.8 se utilizdé como un control
negativo. Para la supervivencia celular CTG de medicidén del
ensayo, las células se trataron durante cuatro dias a 37°C.
Después del periodo de tratamiento, las células se
recolectaron v se prepare la proteina. STATS, STATS
fosforilado y los niveles de actina se analizaron al utilizar
el andlisis de transferencia Western. Los resultados de la

transferencia Western se muestran en la FIGURA 1.
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La presencia de la proteina fosforilada STATS de
seflalizacidn corriente abajo (“Fosfo-Stath”) indica la
activacién de la ruta de sefializacidédn de IL-3. El1 tratamiento
de las células TF-1 con IL-3 sola o IL-3 mas el anticuerpo de
control Neg.8.8 (“8.8”) active la sefializacidédn de IL-3 como
se muestra por la presencia de Fosfo-Statb (FIGURA 1). EI1
tratamiento con el anticuerpo de CD123 7G3 Dbloquea la
seflalizacidén de IL-3. El1 anticuerpo 3D1 de CD123 también
bloquea esta trayectoria. En contraste, los anticuerpos 18G3
y 16D6 de CD123 no bloquearon la fosforilacién STATS5 mediada
por IL-3.

Las citotoxicidades de CD123-18G3-CPI y CD123-16D6-

CPI todavia se mantuvieron en presencia de IL-3 (Tabla 8).

Tabla 8
IL-3 IC50 (ng/mL) en células de AML
(ng/ml)

Linea celular Neg.8.8-CPI CD123-18G3-CPI CD123-16D6-CPI
MOLM13 0 44.24 £0.0 0.14£0.0 0.23£0.0
MOLM13 03 42.93 £ 0.0 0.12£0.0 0.23 £ 0.0
MOLM13 1 28.38 £ 0.0 0.14 0.0 0.19£0.0

MV4-11 0 >200 1.07 £ 0.0 1.25 £ 0.0
MV4-11 03 >200 1.05 £ 0.0 113 £0.0
MV4-11 1 >200 0.21£0.0 113£0.0
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Ejemplo 3: Eficacia in vivo del ADC de CD123

Este ejemplo ilustra la eficacia del ADC de CD123
in vivo.

La actividad anti-tumor del ADC de CD123 se probd
in vivo al utilizar modelos de xenoinjerto de la 1linea
celular de leucemia mieloide aguda (AML). Para cada modelo
descrito a continuacidén, la primera dosis se dio en el Dia O.
Los tumores se midieron al menos una vez a la semana y sSu
volumen se calculd con la férmula: volumen de tumor (mm3) =
0.5 x (ancho del tumor?) (longitud del tumor). Los volumenes
medios de tumor (¥ E.E.M.) para cada grupo de tratamiento se
calcularon para incluirse al tener 10 animales. Todos 1los
experimentos con animales se condujeron en una instalacidn
acreditada por la Asociacidén para la Evaluacidén del Cuidado
de Animales de Laboratorio segin los lineamientos del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de los Animales y aprobacidén
de la investigacidén apropiada con animales. E1 ADC de CD123
demostrdé wuna alta eficacia en las lineas celulares con
mutaciones génicas clasificadas o genes sobreexpresados y/o

proteinas de una manera dependiente de la dosis.

A. Xenoinjertos H.1 MOLM13 de AML
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La actividad anti-tumor de ADC de CD123 se examind
en ratones NOD/SCID inmunodeficientes en el crecimiento 1in
vivo de tumores de humano. Para modelos de AML subcuténeos
(sc), se implantaron via subcutédnea 5 X 10% células MOLMI13 en
el flanco de ratones hembra. Cuando los tumores alcanzaron un
volumen promedio de 200 mm3, los animales se pusieron en
etapas para asegurar la uniformidad del tamafio del tumor
entre los diversos grupos de tratamiento. El1 modelo de
xenoinjerto subcutdneo en MOLM13 de AML se dosificéd via
intravenosa cuatro veces cada cuatro dias (Q4dx4) con un
vehiculo PBS, CD123-CPI (18G3, 16D6 o 3Dl1) a 0.3 mg/kg o 1
mg/kg o control Neg-8.8-CPI a 0.3 mg/kg o 1 mg/kg. Los datos

se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9

Xenoinjertos MOLM-13 de AML, volumen medio de tumor (mm? +/- EEM)

Qddxd PBS CD123-CPI Neg 8.8-CPI
18G3-CPI 16D6-CPI 301-CPI

DOSIS 0 03 1 03 1 03 1 03 1

(mglkg)

Dia 0 28410 | 25147 | 250413 | 241417 | 24846 | 24945 | 247412 | 252414 24&*

Dia 2 66038 | 407+25 | 386+35 | 39143 | 31924 | 337418 | 405443 | 553%49 4‘282*

Dia5 1313451 | 302427 | 239436 | 203437 | 173+19 | 26115 | 261430 | 65160 3?&*

Dia 9 2802490 | 123414 | 9548 | 13617 | 647 | 12747 | 96+13 | 486+64 1%%*

Dia 12 16411 | 0£0 | 28414 | 040 | 20411 | 0+0 | 374472 | 83415

Dia 17 0£0 | 0%0 | 020 | 020 | 0%0 | 0%0 | 169267 | 00

Dia 20 0£0 | 040 | 020 | 00 | 0£0 | 0£0 | 354£115 | 040

, 1148

Dia 25 0£0 | 020 | 020 | 0%0 | 0%0 | 0%0 e 00

Dia 27 0£0 | 0%0 0£0 | 0+0 | 020 | 00 1010 0£0
* * * * * * +324 *
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Dia 33 : 00 | 0%0 | 0x0 | 0x0 | 0x0 | oxo [ 205 | o0x0
Dia 40 : 00 | 0x0 | 0x0 | 0x0 | 0o | o0x0 | 2% | 00
Dia 48 : 00 | 0%0 | 0£0 | 0£0 | 0%0 | 00 : 00
Dia 54 : 00 | 0%0 | 0x0 | 0%0 | 0%0 | 00 : 00
Dia 54 : 00 | 0%0 | 0£0 | 0£0 | 0%0 | 00 : 00
Dia 60 : 00 | 0%0 | 0x0 | 0%0 | 0%0 | 00 : 00

El tumor CD123-CPI se inhibidé significativamente vy
compard con Neg.8.8-CPI (Tabla 9). A una dosis de 0.3 mg/kg,
los tres ADC de CD123: 18G3-CPI, 16D6-CPI y 3D1-CPI fueron
citotdéxicos. Para el dia 17, diez de los diez animales en
cada grupo mostraron una regresidédn del tumor. Todos estos
ratones permanecieron libres de tumor al menos hasta el dia
60 en el cual entonces se termindé el estudio. A una dosis de
1 mg/kg de ADC de CD123, la regresidén del tumor aparecid de
forma més temprana para el dia 12.

Estos datos demuestran gque CD123-CPI inhibid el
crecimiento de los tumores de xenoinjerto MOLM13 de AML.

Para probar la eficacia de ADC de CD123 a dosis

menores, se realizdé un estudio de eficacia 1in vivo al
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utilizar el mismo modelo de MOLM13. Los animales se trataron
como se describid anteriormente. Como se muestra a
continuacién en la Tabla 10, los CD123-CPI a 0.1 mg/kg,
inhibieron de forma muy efectiva el crecimiento del tumor en
todos los ratones y de manera dependiente de la dosis (Tabla
10, columnas centrales “18G3-CP1” % “16D6-CP1”) . En
contraste, los tumores en los ratones tratados con Neg. 8.8-

CPI continuaron creciendo (Tabla 10, columna derecha “Neg

8.8-CPI").
Tabla 10
Xenoinjertos L, volumen medio de tumor (mm? +/- EEM)
Q4dxd | PBS CD123 -CPI Neg 8.8- CPI
18G3-CPI 16D6-CPI Control

dosis > | o | 403 | 04 03 | 003 | 04 03 0.03 0.1 03
(mglkg)

. 177+ | 187+ | 183 | 181+ | 184+ | 181% 188 +
Dia 0 A Al 4 " L | 18249 | 181215 | 183xta | 1

, 551+ | 199+ | 147+ | 112+ | 206+ | 178+ 209 +
Diad | ! ) ) 2 > | 7x9 | ds4xds | 324456 | 2D

. 1614 | 120+ | 40+ 169+ | 51+ 1530+ | 1060+ | 157+
Diad | o5 | 19 13 | 4|y 13 | 0%0 123 159 38
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Dia 14 T2 L oxo | oxo | UF | 0x0 | 0x0 e
Dia 16 "% | 0x0 | oxo | %1E | 0x0 | 0s0 mox | ¥
Dia 22 Bx 1 oxo | oxo | BBE] 0x0 | 0x0 s
Dia 25 o | 0x0 | oxo | 0% 0x0 | 00 e
Dia 29 0% 1 0x0 | ox0 | 8] 0x0 | 00 o
Dia 31 O | 0£0 | 0x0 0+0 | 0%0 e
Dia 37 2Tx 1 0x0 | 0x0 0£0 | 00 s
Dia 42 M| oo | oxo 0+0 | 0%0 See
Dia 47 0£0 | 00 0£0 | 00 :
Dia 53 0£0 | 0%0 0£0 | 00 :
Dia 57 0£0 | 0+0 0£0 | 00 :
Dia 65 0£0 | 0%0 0£0 | 00 :
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Para probar 1la eficacia de CD123-18G3-CTI, se
realizé un estudio de eficacia in vivo al utilizar el mismo
modelo MOLM13. Los animales se trataron como se describe
anteriormente. Como se muestra en la Tabla 11, el tratamiento
con CD123-18G3-CTI inhibidé el crecimiento de tumor en los
ratones de manera dependiente de la dosis. En contraste, 1los

tumores en los ratones tratados con Neg. 8.8-CTI continuaron

creciendo.
Tabla 11
Xenoinjertos MOLM-13 de AML, volumen medio de tumor (mm3 +/- EEM)
CD123-18G3-CTI -
Qddxé Neg.8.8-CTI (ClLeurénido) CD123-18G3-CTI (Galactésido)
DOSIS (mgkg) | 04 (Glu) | 0.3(Gal) | 0.01 | 003 01 | 001|003 | o1 03
Dia -1 20712 | 213£12 f°151 M1+9 | 213£11 iog i°§ 200414 | 213%15
Dia5 698 +46 | 80567 1321 640 +48 | 358 +32 f%gg fi% 391+30 | 320+ 34
1215 1500 | 44g4
Dia 8 1264 +80 | 1304 + 106 834+77 | 307£27 | + 354433 | 248 + 31
+71 13 | %85
2338 2165
Dia 12 2551117 | 2062142 | + | 1196133 | 147217 | - | + |278+27 | 127217
118 160
Dia 15 i . - | 12145128 | o126 | - | - | 175421 | 59414
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Dia 19 - - - 1583 +192 | 38 £ 12 - - 142+28 | 138
Dia 22 - - - - 0£0 - - 115+£36 | 18+12
Dia 26 - - - - 0£0 - - 194 + 58 0£0
Dia 29 - - - - 0£0 - - 266 + 93 0£0
Dia 36 - - - - 0£0 - - 635+£194 | 00
Dia 39 - - - - 0£0 - - 906 +254 | 00
Dia 42 - - - - 0£0 - - - 0£0
Dia 49 - - - - 0£0 - - - 0£0
Dia 54 - - - - 0+0 - - - 0+0
Dia 60 - - - - 0£0 - - - 0£0
B. Xenoinjertos H.2 MV4-11 de AML

El efecto de ADC de CD123 en el crecimiento de los
tumores de humano se evalud al utilizar ratones
inmnodeficientes. Para modelos de AML subcutédneos (sc), se
implantaron via subcutdnea 5 X 10% células MvV4-11 en el

costado de ratones NOD-SCID hembra. Cuando los tumores
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alcanzaron un volumen promedio de 200 mm3, los animales se
pusieron en etapas para asegurar la uniformidad del tamafio de
tumor entre los diversos grupos de tratamiento. Los animales
con xXenoinjerto MV4-11 subcutdneo de AML se dosificaron via
intravenosa cuatro veces cada cuatro dias (Q4dx4) con
vehiculo de PBS, CD123-CPI o 8.8-CPI en las siguientes dosis:
0.1, 0.3 y 0.6 mg/kg. Los datos se resumen en la Tabla 12. El
CD123-18G3-H16-CPI se compard con Neg 8.8-CPI y con vehiculo
de PBS.

La dosis de 0.6 mg/kg de CD123-CPI fue el ADC mas
potente probado en este estudio y para el dia 65, diez de los
diez animales todavia permanecieron en el estudio libres de
tumor. Incluso con la dosis de 0.3 mg/kg, nueve de los diez
ratones mostraron la regresién del tumor alrededor del dia 25
y permanecieron libres de tumor hasta que el estudio termind
en el dia 65. Los datos demuestran que CD123-CPI inhibe el

crecimiento de los tumores de xenoinjerto Mv4-11.

Tabla 12
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Xenoinjertos MV4-11 de AML, volumen medio de tumor (mm3 +/- EEM)
qddx4 PBS CD123-18G3-H16-CPI Neg 8.8-H16-CPI
(z(;/sk':) 0 0.4 03 0.6 0.4 03 0.6
Dia 0 235+ 14 236 £ 17 232+£13 23215 2369 233+ 11 228 £12
Dia 3 373+£19 225+ 19 183+ 11 174 £ 16 310+£20 289+ 13 204 £ 16
Dia 8 579 £ 62 142+ 15 114+9 1017 509 + 41 230 £39 118+ 11
Dia 11 961+ 112 161+ 24 98+9 797 767 £72 289 £ 55 107 + 16
Dia 15 1876 + 200 189 £ 63 7018 57 £12 1428 + 157 39577 60 £ 20
Dia 18 1781 + 467 226 + 84 60 £ 17 57 £12 1773 £ 136 615+ 123 77+23
Dia 21 392 + 144 96 £ 23 67 £ 14 2560 + 220 954 + 186 112432
Dia 25 729 + 271 111156 49+ 20 1632 £ 230 168 + 87
Dia 28 626 + 337 125+ 101 67 +30 1684 + 688 301 + 150
Dia 32 215+ 197 208 + 183 11379 1645 £ 677 431 +£197
Dia 36 385 + 367 40+ 16 198 £ 177 1541 494 +129
Dia 39 0+0 21+ 11 265 + 249 1901 603 + 153
Dia 44 15+15 29+ 12 31+15 - 1346 + 348
Dia 51 0+0 20+10 32+18 - 711 £ 411
Dia 58 40 +23 20+10 27+13 - 1450 + 818
Dia 65 0+0 9+6 19+10 -
Dia 73 0+0 00 00

Para probar la eficacia de CD123-CTI, se realiza un
estudio de eficacia in vivo al utilizar el mismo modelo MV4-
11. Los animales se trataron como se describe anteriormente.
Como se muestra en la Tabla 13, CD123-CTI también inhibid el

crecimiento de tumor en los ratones de una manera dependiente

de la dosis mientras que los tumores tratados con Neg. 8.8-
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Tabla 13

Xenoinjertos MV4-11 de AML, volumen medio de tumor (mm? +/- EEM)

CD123-18G3-CTI

Qadx4 Neg.8.8-CTl CD123-18G3-CTI (Glucurénido) oo
0.3 03
posis (mgkg) | i Gy | 00| o 03 | 003| 01| 03
Dia -1 29514 | 22610 | 201 2mant |23k | B0 | P2 29113
Dia4 wrx18 | a1x18 | 201 2115 | 1sexo | 20| 20| s16x1g
Dia7 1237 | a08xd9 | [0 | 1e3xt0 | 1229 | B3| 2| sesxn2
, 804 625 | 325
Dia 12 4858 | 79x74 | D00 | 215430 | gpxt2 | 20| 30| 421425
1165
Dia 15 513:57 | 868£78 | | 21435 | 83xt4 | D | 0| 414125
128 86 ) ¢
1551 1348 | oo
Dia 18 640£85 | 13672179 | + | 29:43 | 75x11 | = | V| o6x19
107 104 | *
1263 2140 | 716
Dia 21 867108 | 1970227 | 2200 | 311460 | 9419 | x | & | 86%20
* 162 | 124
900
Dia2s | 1264179 - | sotxes | s0x14 | - | £ | 70%16
170
1192
Dia2s | 1497159 - | 4sax99 | 7316 | - | = | 64x16
251
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Dia 32 627 +121 | 107 +£19 82 £ 21
Dia 35 771144 | 8917 92 + 21
Dia 40 1056 £205 | 6516 74+ 24
Dia 43 46 + 11 113+44
Dia 47 58 +10 135+ 72
Dia 50 67 £12 198 £ 107
Dia 54 49+9 339 £210
Dia 61 618 337 £273
Dia 70 M7 -
Dia78 237 -

Dia 84 35+8 -

Dia 92 16+6 -

Dia 99 1M1+5 -
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Estos resultados demuestran que el ADC de CD123 son

altamente eficaces en los tumores tratados.

Ejemplo 4: Eficacia in vivo del ADC de CD123

Este ejemplo ilustra la eficacia del ADC de CD123
in vivo utilizando xenoinjertos diseminados derivados del AML
del paciente (PDX de AML).

La potencia de CD123-CPI se examind en ratones
inmunodeficientes sobre el crecimiento in vivo en un modelo
diseminado establecido con células de médula odsea del
paciente obtenidas de acuerdo con los procedimientos de
consentimiento apropiados. La Tabla 14 proporciona un resumen

de las muestras del paciente utilizadas en este estudio.

Tabla 14
Modelo Riesgo Subtipo Anormalidad Citogenética
PDX2407 Pobre, reincidid M2 FLT3-ITD 46, XY
. NPM-1
PDX0407 Intermedio M2 FLT3-TD 46, XY
46,XY,add(6)(p21),del(8)(p21),add(12
FLT34TD )(q24.1)[13]/46,XY,del(1)(q32),del(7)(
CTG 2226 Pobre, refractario M4 Cit i i q22q32),der(6;12)(q10;p10),add(22)(
togenelica — 14914.2) +mar{3)/45,XY.t(1;2)(p?22;q1
1.2),-21[1]/46,XY[3]
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46,XY,del(2)(p13p?23),t(4;13)(q31;
) . - q34),add(4)(q?25),del(6)(q13q25),(
CTG 2229 Pobre, refractario M1 Citogenética 9:22)(q34:q11.2) del(10)(q24).add(
16)(q24)[20]
CTG 2235 '”te;”l‘fe‘\jlf’ de AML-MLD Citogenética 46,XY,del(20)(q11.213.1)[20]
CTG 2238 Pobre No seleccionado FLT3-TD No disponible
De nuevo
Intermedio, De i . o 46,XY,t(9;11)(p22;923),7add(10)(q?
CTG2240 nuevo AML-MLD Citogenética 24)[5/46,XY[5]
50170 Pobre,reincidente M1 FLT3-ITD 46, XY
50102 Favorable Ambiguo No detectado No detectado
Para los estudios, inyectaron via intravenosa
1.0 X 10% células de médula obsea del paciente en la vena

caudal lateral de

colocd en etapas y se aleatorizd con base en la colocacidén de
injertos de células CD45+/CD123+/CD33+ de humano
la sangre

citométrica de flujo).

via

vehiculo de PBS o 18G3-CPI.

periférica

intravenosa 2

ratones

veces

como

Los ratones PDX de AML se dosificaron

la segunda/ultima dosis, 1la

NSG

cada

irradiados. E1

mide

siete

mediante 1la

dias

estudio

(12-55%

(Q7dx2) con

Alrededor de 3-5 dias después de

sangre periférica y la médula

6sea se cosecharon a partir de los ratones sacrificados.

células de tumor gque permanecieron en la médula dbsea y la

tincidn
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sangre de los animales sacrificados se analizaron mediante
citometria de flujo. Los resultados se resumen en la grafica
de la FIGURA 2 y la Tabla 15. En la Tabla 15, los nUmeros
representan el porcentaje de células de tumor en reposo en la
sangre periférica y médula obsea.

Cada estudio tuvo aproximadamente de 6 a 10 ratones
por grupo. Los datos demuestran que el ADC de CD123 es eficaz
para reducir las cantidades de las células de tumor tanto en
periférica como en médula o6sea de una

sangre manera

dependiente de la dosis (FIGURA 2 y Tabla 15).

Tabla 15
Modelo Dosis Sangre periférica Médula ésea
CD123-CPI
ma/ k % tratadas/ % de vehiculo % tratadas/ % de vehiculo

glkg (% + EEM) (% + EEM)

0.1 0.56+0.1/88+1.1 3.04£07/90%2
PDX2407

0.5 0.3+0.05/88+1.1 0.14£0.03/90%2

0.03 11£02/29+438 1.3£04/30+14
PDX0407

0.1 0.16£0.04/29+ 428 08+0.3/30+14

0.03 15+£04/21%2 18£1.9/77+74
CTG 2226

0.1 09+03/22+2 8+£16/77+£74

0.03 54+9/65+3.2 83+6.9/84+6
CTG 2229

0.1 16+25/65+3.2 50+£9.7/84 6

0.03 18+06/31+6 73+6.1/83+45
CTG 2235

0.1 07+023/316 59+6.3/83+45
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0.03 58+0.7/32+2 45+9.7/95+ 0.6
CTG 2238

0.1 1.7£05/32%2 12+16/95%0.6

0.03 1+04/52+29 60+£12/99+0.1
CTG2240

0.1 02+0.07/52+29 16+6.7/99%0.1
PDX 50170 0.03 04+01/14+14 24+73/46+9.6

0.03 53+0.8/58+0.8 83+19/77+26
PDX 50120 0.1 40+4.2/58+0.8 83+47/77+26

0.3 31+£24/58+08 78£19/77+26

Para determinar si CD123-18G3-CPI puede incrementar
la supervivencia global de los ratones que portan el tumor,
se realizdé un estudio de supervivencia al utilizar PDX2407
cuando la sangre periférica mostrdé una alta colocacidédn del
injerto, es decir, ~32% en promedio. Los ratones se
dosificaron wvia intravenosa 2 veces cada siete dias (Q7dx2)
con vehiculo de PBS o) CD123-CPI % se monitorearon
diariamente. Cuando un ratdén mostrd signos clinicos, tales
como letargo y pérdida de peso (siguiendo la Asociacidén de
Animales para la Evaluacién del Cuidado de Animales de
Laboratorio en wvirtud de los lineamientos del Comité
Institucional del Cuidado y Uso de Animales) el ratdn se
sometid a eutanasia.

Los resultados se resumen en la grafica de 1la
FIGURA 3. El1 tratamiento con CD123-18G3-CPI prolonga la

supervivencia global de los animales que portan el tumor de
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una manera dependiente de la dosis. Especificamente, el
tratamiento con CD123-18G3-CPI a una dosis de 0.1 mg/kg
extendid® la supervivencia por aproximadamente 25% y el
tratamiento con CD123-18G3-CPI a una dosis de 0.3 mg/kg
duplicando aproximadamente la longitud de 1la supervivencia
(FIGURA 3).

Estos resultados demuestran que el tratamiento con

un ADC de CD123 induce la regresidn e inhibe el avance de AML

y prolonga la supervivencia.

Ejemplo 5: Preparacién del Conjugado de Anticuerpo-Farmaco

(ADC) de CD123

Este ejemplo ilustra la conjugacidén y preparacidn
de hl8G3-AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI-000638314, wun ADC de
CD123, también denominado en la presente como “18G3-CPI” o
“CD123-18G3-CP1I”.

El 18G3-CPI es un ADC comprendido de un mAb 18G3
humanizado con CD123 (ver Tablas 2.0 y 2.1, supra, “hl8G3”),
el enlazador AcLysValCitPABC y agente de
ciclopropilpirroloindolina (CPI). Las mutaciones K222R,
E295L, (Q295L, Y296Q, N297G se introdujeron en la bisagra

superior y Fc para permitir la conjugacidén especifica del
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sitio del agente de CPI catalizado mediante transglutaminasa.
Las secuencias de aminodcidos de cadena ligera vy cadena
pesada del anticuerpo de IgGl humanizado CD123-18G3-H16-N60G-
K222R (denominado en la presente como “h1l8G3”) son como
sigue:

Cadena ligera:

DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQOSLLSSGTRKNILAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRO
SGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCSQOSYNLYTEFGOQGTKLEIKRTVAAPSVET
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC (SEQ ID NO.: 30).

Cadena pesada:

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFSLTSGDISWVRQAPGKGLEWVAVIWSGGGTNYGS
RLMSRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDWGNFEYEFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLS
SVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDRTHTCPPCPAPELLGGPSVFELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRELLOQGSTYRVVSV
LTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO.: 27).

La secuencia de mutacidén especifica del sitio H16
estd en cursiva y negritas anteriormente e incluye cinco

mutaciones K222R (en la bisagra), E294L, Q295L, Y296Q y N297G
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de transglutaminasa especifica del sitio H1l6. La secuencia
LLOG es la etiqueta de reconocimiento para transglutaminasa y
el agente enlazador se conjuga en Q296. G en CDR-H2
(subrayado) es una mutacidén N60G.

El agente enlazador, AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI,
se conjuga especificamente en el sitio en el aminoacido Q296.
La estructura del agente enlazador AcLysValCitPABC-DMAE-

CO CPI-000638314 se muestra a continuacidn:

o o
M M
{jﬁr@*ﬁ
H o o
u] D"{ 'QF'-.-.
H n] 0 D.-LHNIH.,-N% Hi oH
xrnw)ktl}nm)k l:jxw !
T LI G
HLNH
DﬂrNH DJ“N&

i

El hl8G3 se conjugd <con el agente enlazador
AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI-000638314 mediante el uso de
transglutaminasa bacteriana (Sigma, 45U/mg de proteina). En
particular, el anticuerpo se intercambidé en amortiguador gque
contenia KPO4 100 mM, NaCl 200 mM, pH 7. El agente enlazador
se agregd en un exceso molar de 10 wveces al anticuerpo en
presencia de sulféxido de dimetilo (DMSO) al 7.5% (v/v). La

reaccidn enzimdtica se 1inicid mediante la adicidén de 1U de
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transglutaminasa bacteriana por mg de anticuerpo y se incubd
a 25°C durante la noche con mezclado continuo.

La mezcla de reaccidén se incubdé con alcohol
isopropilico al 15% durante 30 min a temperatura ambiente.
Entonces se diluydé en 4 volumenes de amortiguador de KP0O4 1M
% se purificéd mediante cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) utilizando una columna HP de butil-Sefarosa
(GE Lifesciences). El1 método utilizdé KPO4 1 M, Tris 50 mM, pH
7 para unirse y el ADC se eluydé con Tris 50 mM, pH 7 durante
10 CV. El1 compuesto purificado por HIC se dializdé en un
regulador final de Histidina 20 mM, 85 mg/mL de sacarosa, pH
5.8. E1 ADC ademads se caracterizd mediante SEC para la pureza
y cromatografia de fase inversa para calcular la relacidén de
farmaco-anticuerpo. La concentracién de proteina se determind
mediante el espectrofotdémetro UV.

El anticuerpo inicial tuvo una expresidén muy buena
de hasta 700 mg/L como se evaludé en los grupos de CHO, 88%
producido recuperado y 99% de pureza después de tres pasos de
purificacién. El 18G3 se desempefié muy bien en las
conjugaciones como se evaludé al lograr un DAR de 1.9-2.0 vy
55-60% de conjugacidén producida después de la purificacién.

El ADC resultante, CD123-18G3-H16-N60G-K222R-hG1-
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(Q) AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI, mostrd Buena estabilidad

térmica e integridad molecular.

Ejemplo 6: Métodos para conjugar el anticuerpo a

AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI-000638314 utilizando

transglutaminasa

Este ejemplo ilustra la conjugacidédn del anticuerpo
al agente enlazador AcLysValCitPABC-DMAE-CO CPI-000638314,
también denominado en la presente como AcLysPABC-CPI-8314.

Conjugacidén el agente enlazador citotdxico de CPI.
La conjugacidén de AcLysPABC-CPI-8314 (estructura mostrada
anteriormente en el Ejemplo 5) en el sitio H16 de un
anticuerpo se optimizé al hacer variar una variedad de
pardmetros diferentes, tales como la molaridad y composicidn
salina, pH, concentracidédn enzimadtica, tiempo y temperatura
(Tabla 10). En breve, el anticuerpo se amortigud
intercambiado en el amortiguador y pH apropiados en cada una
de las condiciones mostradas en la Tabla 16. Se agregd un
exceso molar de 10 wveces del agente enlazador AcLysPABC-CPI-
8314 al anticuerpo y se agregd sulfdxido de dimetilo al 5-10%
para solubilizar el agente enlazador en la mezcla de

reaccién. Después de la adicidn de transglutaminasa
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bacteriana (0.5-5 U/mg del anticuerpo), la mezcla de reaccidn
se mezcld de forma continua durante un tiempo y temperatura
estipulados. El agente enlazador sin reaccionar y la enzima
transglutaminasa se retiraron ya sea mediante cromatografia
de exclusidén de tamafios vy/o cromatografia de interaccidn
hidrofébica. La relacién féarmaco-anticuerpo se calculd
mediante LCMS o RP-HPLC.

La eficiencia de la conjugacidén se midid mediante
la relacidén anticuerpo-farmaco (DAR) para las diversas
condiciones que se muestran en la Tabla 16. Por ejemplo,
cuando el anticuerpo se intercambidé en el regulador que
contenia KPO4 30 mM, NaCl 150 mM a pH 7, se logrdé una DAR de
1.6.

Los anticuerpos dirigidos a CD33, CDl123, Her2,
PRLR, CD22 y otros antigenos, incluyen antigenos que se han
conjugado con el agente enlazador AcLysValCitPABC-DMAE-

CO CPI-000638314 al utilizar estas condiciones optimizadas.
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Tabla 16

Resistencia ionica del Concentracion de H Unidades TG /mg de Relaciéon Farmaco-

amortiguador NaCl, mM P Ab Anticuerpo (DAR)
NaAc 20 mM 75 5.8 1 0.3
KPO4 30 mM 150 6.5 1 1.3
KPO4 30 mM 150 7.0 0.5 1.6
KPO4 30 mM 150 7.0 2 1.6
KPO4 30 mM 150 7.0 5 14
KPO4 30 mM 150 7.5 1 1.5
KPO4 30 mM 150 8.0 1 0.6
Tris 25 mM 150 8.0 1 0.6

Aungue las ensefilanzas descritas se han descrito con
referencia a diversas aplicaciones, métodos, kits y
composiciones, se apreciard que pueden hacerse diversos
cambios y modificaciones sin apartarse de las ensefianzas de
la presente vy la invencidén reivindicada siguiente. Los
ejemplos anteriores se proporcionan para ilustrar mejor las
enseflanzas descritas y no pretenden limitar el alcance de las
enseflanzas presentadas en la presente. Mientras que las
ensefianzas presentes se han descrito en términos de estas
modalidades ejemplares, el técnico experimentado entendera
facilmente que son posibles numerosas variaciones %
modificaciones de estas modalidades ejemplares sin la
experimentacién indebida. Todas de tales variaciones vy
modificaciones estan dentro del alcance de las ensefianzas
actuales.

Todas las referencias citadas en la presente,

incluyendo patentes, solicitudes de patente, documentos,
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libros de texto y similares y las referencias citadas en la
presente en el grado en el gque no estan listos, se incorporan
en la presente para referencia en su totalidad. En el caso de
que una o mas de la literatura incorporada y los materiales
similares difieran de o) contradigan esta solicitud,
incluyendo pero no limitados a los términos definidos,
utilidad del término, técnicas descritas o similares, esta
solicitud controla.

La descripcidén vy ejemplos anteriores detallan
ciertas modalidades especificas de la invencidén y describen
el mejor modo contemplado. Sin embargo, se apreciard que no
importa cbémo pueda aparecer en el texto detallado 1o
anterior, la invencidén puede practicarse de muchas maneras vy
la invencidén deberd interpretarse de acuerdo con 1las
reivindicaciones anexas vy cualesquier equivalentes de 1las

mismas.



