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CONJUGADOS DE DARATUMUMAB-FARMACO Y PREPARACION DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

La invencion proporciona conjugados de anticuerpo-enlazador-farmaco en donde el

anticuerpo es daratumumab y el farmaco es analogo de auristatina.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC, por sus siglas en inglés), compuestos por un
anticuerpo, un enlazador y un agente citotoxico (farmaco), son una de las plataformas
farmacologicas mas complejas del arsenal oncologico [1]. Son un sistema de suministro de
carga util en el que influyen variables importantes como: (i) la tasa de internalizacién de la
carga util; (i) la expresién del antigeno objetivo en el tumor y en los tejidos normales, con
implicaciones tanto para la seleccién de pacientes como para el indice terapéutico; (iii) la
quimica del enlazador y, de forma implicita en la eleccién de la quimica, la estabilidad
extracelular e intracelular; y (iv) la seleccion de la carga util para la indicacién tumoral [2].
Los mecanismos de accién de los ADC incluyen la unién directa entre el anticuerpo y su
antigeno de superficie celular objetivo, y la liberacion intracelular o extracelular de farmacos
citotoxicos [3]. En 2015, el daratumumab, un anticuerpo CD38, fue aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) para el tratamiento del mieloma multiple [4, 5]. CD38 es una glicoproteina
transmembrana de tipo Il de 46 kDa con una corta cola citoplasmatica N-terminal de 20-aa y
un largo dominio extracelular de 256-aa [6]. Las funciones atribuidas a CD38 incluyen
eventos de adhesidon y sefalizacion mediados por receptores, asi como importantes
actividades ectoenzimaticas bifuncionales que contribuyen a la movilizacién del calcio
intracelular [7]. ElI daratumumab se une a CD38, que esta sobreexpresado en la superficie
de las células del mieloma multiple, y en consecuencia induce la muerte de las células
tumorales mediante citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en
inglés), citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC, por sus
siglas en inglés), fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP, por sus siglas en
inglés) y otros mecanismos directamente asociados con el cambio funcional del antigeno de
superficie después de la unién. La presente invencién proporciona conjugados de
anticuerpo-farmaco derivados de daratumumab para permitir el suministro especifico de

farmacos (auristatina y/o sus analogos) a células cancerosas sobreexpresadas con CD38.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La invencion proporciona conjugados de anticuerpo-enlazador-farmaco en donde el
anticuerpo es daratumumab y el farmaco es analogo de auristatina. La invencion también
proporciona un proceso de preparacion de conjugados de anticuerpo-enlazador de la
presente invencion. La presente invencion también esta dirigida a conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco en el tratamiento del cancer, una enfermedad autoinmune o una

enfermedad infecciosa.
Abreviaturas:
Ab: Anticuerpo
ADC: Conjugado de anticuerpo-farmaco
HP-SEC: Cromatografia de exclusion por tamano de alto rendimiento
IRS: Estandar de referencia interno
MMAE: Monometilauristatina E
MMAF: Monometilauristatina F
PAB: para-aminobencilo
PABC: carbamato de para-aminobencilo
SDS PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
TCEP: Tris(2-carboxietil)fosfina
Modalidades de la invencion:
Modalidad 1:

En una modalidad, la presente invencidn proporciona conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco de Formula I: Ab-( Aa-Ww-Yy-D),, en donde el anticuerpo (Ab) es
daratumumab; -Aa-Ww-Yy- es una unidad enlazadora escindible enzimaticamente que
enlaza la unidad del farmaco y el anticuerpo, en donde: -A- es una unidad extensora; a es 1;
cada -W- es independientemente una unidad de aminoacido; -Y- es una unidad espaciadora;

W es un numero entero en el rango de 2 a 12, y es 1 0 2; p esta en en rango de 1 a



aproximadamente 20; y el farmaco (D) se selecciona de MMAE y MMAF, como se define en

las siguientes estructuras;

~ 7 o “oH

MMAF

En otra modalidad, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco de férmula Ab-( Aa-Ww-Yy-D),, en donde anticuerpo (Ab) es
daratumumab; -Aa-Ww-Yy- es una unidad enlazadora escindible enzimaticamente que

10 enlaza la unidad del farmaco y el anticuerpo, en donde: -A- es una unidad extensora; a es 1;
cada -W- es independientemente una unidad de aminoacidos seleccionada de -fenilalanina-
lisina- o -valina-citrulina-; -Y- es una unidad espaciadora seleccionada de -glicina-glicina- o
alcohol p-aminobencilico (PAB) o carbamato de p-aminobencilo (PABC); w es un numero
enteroenunrangode 2a 12,y es 10 2; p esta en el rango de 1 a aproximadamente 20; y el

15 farmaco (D) se selecciona de MMAE y MMAF como se define en las siguientes estructuras:
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En donde A se define por la siguiente estructura;

@]
—(CH2),C(0)4
O

r es un numero entero en un rango de 1 a 10; en donde el terminal carbonilo de -A-
forma una unién con una unidad de aminoacidos (W) y el terminal succinimido de -A- forma

unién con un anticuerpo (Ab).

En modalidad preferiblemente, la presente invencion proporciona una estructura de

conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) representada por:

en donde el mAb (por sus siglas en inglés) es un anticuerpo monoclonal que
comprende secuencias de region determinante de complementariedad (CDR, por sus siglas
en inglés) de regién variable de cadena ligera CDR1 (RASQSVSSYLA, SEQ ID NO: 1),
CDR2 (DASNRAT, SEQ ID NO: 2) y CDR3 (QQRSNWPPTF, SEQ ID NO: 3), y secuencias
CDR de region variable de cadena pesada CDR1 (SFAMS, SEQ ID NO: 4), CDR2
(AISGSGGGTYYADSVKG, SEQ ID NO: 5) y CDR3 (DKILWFGEPVFDY, SEQ ID NO: 6). En

esta modalidad, el anticuerpo es daratumumab.

Otras modalidades:

En una segunda modalidad, la presente invencién proporciona una composicién
farmacéutica que comprende un conjugado de anticuerpo-farmaco, preferiblemente el
conjugado de daratumumab-farmaco de acuerdo con la modalidad 1 y un portador
aceptable. Por portador aceptable se entiende cualquier excipiente farmacéutico adecuado

conocido en la técnica y que sea compatible con el principio farmacéutico activo (API, por
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sus siglas en inglés), es decir, el conjugado de anticuerpo-farmaco, en la presente

invencion.

En una tercera modalidad, la presente invencién proporciona un proceso para
preparar el conjugado de anticuerpo-farmaco, preferiblemente el conjugado de
daratumumab-farmaco de acuerdo con la modalidad 1, en donde el proceso comprende a)
purificacion del anticuerpo daratumumab, b) reduccién parcial del daratumumab c)
conjugacion del daratumumab parcialmente reducido con el enlazador ve-MMAE-farmaco

(por sus siglas en inglés).

En otra modalidad, el conjugado de daratumumab-farmaco de acuerdo con la

presente invencion puede usarse en el tratamiento del cancer.

En otra modalidad adicional, el conjugado de daratumumab-farmaco de acuerdo con
la presente invencidén puede usarse en el tratamiento de una enfermedad autoinmune o una

enfermedad infecciosa.

En otra modalidad, el conjugado de daratumumab-farmaco de acuerdo con la

presente invencion puede usarse solo como monoterapia en el tratamiento del cancer.

En otra modalidad adicional, el conjugado de daratumumab-farmaco de acuerdo con
la presente invencion puede usarse solo como monoterapia en el tratamiento de una

enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa.

En otra modalidad, el conjugado de daratumumab de acuerdo con la presente
invencién puede usarse en combinacién con otros farmacos en el tratamiento del cancer,

una enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa.

En otra modalidad, el conjugado de la presente invencidn puede administrarse por
via intravenosa (i.v), intramuscular (i.m), subcutanea (s.c), intraperitoneal (i.p) o por

cualquier otra via de administraciéon adecuada.

En otra modalidad, la dosis del conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de acuerdo

con la presente invencién puede estar en el rango de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona una via de administracién del
conjugado de daratumumab-farmaco en un sujeto mediante via intravenosa (i.v),
intramuscular (i.m), subcutdnea (s.c), intraperitoneal (i.p) o cualquier otra via de

administracion adecuada.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: La Figura 1 muestra la relacion farmaco-anticuerpo (DAR, por sus siglas en inglés)
de los conjugados de daratumumab-MMAE analizados por HP-HIC (por sus siglas en

inglés).

Figura 2: La Figura 2 muestra el perfil polipeptidico del conjugado de daratumumab-

MMAE de la presente invencion por analisis SDS-PAGE.

Figura 3: La Figura 3 muestra el ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de

daratumumab-MMAE usando células Daudi.

Figura 4: La Figura 4 demuestra la eficacia de daratumumab-ADC en el modelo de

enfermedad de xenoinjerto de linfoma de Burkitt en ratones SCID (por sus siglas en inglés).
Definiciones:

El término “enlazador” es cualquier resto quimico capaz de enlazar un compuesto,
usualmente un farmaco, tal como la auristatina, a un agente de unién celular tal como el
daratumumab de manera covalente. El enlazador incluye una unidad extensora (-A-), una

unidad de aminoacidos (-W-) y una unidad espaciadora (-Y-) de acuerdo con la formula;

““‘*Aa—Ww—Y}.—

Los enlazadores pueden ser susceptibles o sustancialmente resistentes a la escisidon
inducida por acido, a la escisién inducida por luz, a la escision inducida por peptidasa, a la
escision inducida por esterasa y a la escision por unién disulfuro, en condiciones en las que
el compuesto o el anticuerpo permanecen activos. Los enlazadores adecuados son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos
labiles a los acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles a las peptidasas y grupos labiles a las
esterasas. Los enlazadores también incluyen enlazadores cargados, y formas hidrofilicas de

los mismos como se describe en la presente y se conoce en la técnica.

El término “composicion farmacéutica” se refiere a preparados cuya forma permite
que la actividad biolégica de los principios activos sea inequivocamente efectiva, y que no
contienen componentes adicionales que sean significativamente téxicos para los sujetos a
los que se administraria la formulacién. Los términos “formulacion farmacéutica”,

” W

“formulacion”, “composicién farmacéutica” o “composicion” pueden usarse indistintamente
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en la presente.

Los términos “paciente” y “sujeto” se usan indistintamente y se emplean en su
sentido convencional para referirse a un organismo vivo que padece o es propenso a
padecer una condiciéon que puede prevenirse o tratarse mediante la administracién de una
composicion de la presente invencién, e incluye a los animales. El término “animal’ se
refiere a un animal humano o no humano, incluidos, pero no se limitan a, animales de granja
tales como ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras y caballos; mamiferos domésticos como
perros y gatos; animales de laboratorio incluidos roedores como ratones, ratas y cobayas;
aves, incluidas aves domésticas, salvajes y de caza como pollos, pavos y otras aves
gallinaceas, patos, gansos y primates no humanos, incluidos, tal como, pero no se limitan a,
monos, chimpancés y otras especies de simios y monos. El término no denota una edad

particular. Asi, interesan los individuos adultos, juveniles y recién nacidos.

En el contexto del cancer, el término “tratar” incluye cualquiera o todos los siguientes:
prevenir el crecimiento de células tumorales o células cancerosas, prevenir la replicacion de
células tumorales o células cancerosas, disminuir la carga tumoral global y mejorar uno o

mas sintomas asociados a la enfermedad.

En el contexto de una enfermedad autoinmune, el término “tratar” incluye alguno o
todos los siguientes: prevenir la replicacion de células asociadas con un estado de
enfermedad autoinmune, que incluye, pero no se limita a, células capaces de producir un
anticuerpo autoinmune, disminuir la carga de anticuerpos autoinmunes y mejorar uno 0 mas

sintomas de una enfermedad autoinmune.

En el contexto de una enfermedad infecciosa, el término “tratar” incluye una o todas
las siguientes acciones: prevenir el crecimiento, la multiplicacién o la replicacion del
patdgeno que causa la enfermedad infecciosa y/o de las células del hospedero infectadas

por el patdégeno y mejorar uno o mas sintomas de una enfermedad infecciosa.

La frase “sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente, se refiere a
sales organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de un farmaco (carga util) de la
presente invencion. Las sales preferidas incluyen, pero no se limitan a, sulfato, citrato,
acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido,
isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato,
ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato,

formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, sales de bencenosulfonato.
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A menos que se especifique lo contrario, un o uno significa “uno o mas”.

Un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) se define como un componente de
anticuerpo o fragmento del mismo conjugado con un agente terapéutico. Como se usa en la
presente, los términos “conjugado de anticuerpo-farmaco”, “anticuerpo-enlazador-farmaco”
“conjugado” e “inmunoconjugado” se usan indistintamente en la presente invencion. El
conjugado de anticuerpo-farmaco preferido de la presente invenciéon es el conjugado de
daratumumab-MMAE. Los términos “conjugado de daratumumab-MMAE” y “daratumumab

vedotina” se usan indistintamente.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-enlazador-farmaco de Ab-( Aa-
Ww-Yy-D),, en donde el anticuerpo (Ab) es daratumumab; -Aa-Ww-Yy- es una unidad
enlazadora escindible enzimaticamente que enlaza la unidad del farmaco y el anticuerpo, en
donde: -A- es una unidad extensora; a es 1; cada -W- es independientemente una unidad de
aminoacido; -Y- es una unidad espaciadora; w es un numero entero en elrangode 2a 12,y
es 1 0 2; p esta en el rango de 1 a aproximadamente 20; y el farmaco (D) es un analogo de

la auristatina o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Anticuerpo (Ab):

El anticuerpo de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente
invencién es un anticuerpo objetivo CD-38, preferiblemente daratumumab o cualquier
modificacion postraduccional de un anticuerpo o variante de anticuerpo del mismo. La
modificacion postraduccional del anticuerpo incluye, pero no se limita a, variantes
desamidadas, acidas, basicas u oxidadas o cualquier otra variante de un anticuerpo que no
afecte a la funcion biolégica o a la eficacia del anticuerpo. En una modalidad, el anticuerpo
de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencion es daratumumab
variante. Las variantes de daratumumab de la presente invencion incluyen una sustitucion,
insercion y/o delecion de aminoacidos en una secuencia polipeptidica del anticuerpo

daratumumab

En una modalidad, el anticuerpo de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de
la presente invencién es daratumumab variante. Las variantes de daratumumab de la
presente invencidn incluyen una sustitucién, insercion y/o delecién de aminoacidos en una

secuencia polipeptidica del anticuerpo daratumumab. En la otra modalidad, el anticuerpo
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dirigido a CD-38 de acuerdo con la presente invencion es un anticuerpo que comprende
secuencias de regién determinante de complementariedad (CDR) de region variable de
cadena ligera CDR1 (RASQSVSSYLA, SEQ ID NO: 1), CDR2 (DASNRAT, SEQ ID NO: 2) y
CDR3 (QQRSNWPPTF, SEQ ID NO: 3), y secuencias CDR de region variable de cadena
pesada CDR1 (SFAMS, SEQ ID NO: 4), CDR2 (AISGSGGGTYYADSVKG, SEQ ID NO: 5) y
CDR3 (DKILWFGEPVFDY, SEQ ID NO: 6). Dicha secuencia se ha divulgado en
Denominaciones Comunes Internacionales para Sustancias Farmacéuticas (DCI, Vol. 24,
No. 1, 2010[8] para el producto daratumumab. El anticuerpo de los conjugados de
anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencion es daratumumab y comprende la
secuencia de cadena ligera (EIVLTQSPAT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SYLAWYQQKP
GQAPRLLIYD ASNRATGIPA RFSGSGSGTD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPPTFGQ
GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV
DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD  STYSLSSTLT LSKADYEKHK  VYACEVTHQG
LSSPVTKSFN RGEC, SEQ ID NO: 7) y la cadena pesada (EVQLLESGGG LVQPGGSLRL
SCAVSGFTFN  SFAMSWVRQA  PGKGLEWVSA  ISGSGGGTYY  ADSVKGRFTI
SRDNSKNTLY  LQMNSLRAED TAVYFCAKDK ILWFGEPVFD YWGQGTLVTV
SSASTKGPSV FPLAPSSKST SGGTAALGCL VKDYFPEPVT VSWNSGALTS
GVHTFPAVLQ SSGLYSLSSV VTVPSSSLGT QTYICNVNHK PSNTKVDKRYV
EPKSCDKTHT CPPCPAPELL GGPSVFLFPP KPKDTLMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKF
NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ YNSTYRVVSV LTVLHQDWLN  GKEYKCKVSN
KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR EEMTKNQVSL TCLVKGFYPS DIAVEWESNG
QPENNYKTTP  PVLDSDGSFF  LYSKLTVDKS RWQQGNVFSC  SVMHEALHNH
YTQKSLSLSP GK, SEQ ID NO: 8). El daratumumab es un anticuerpo monoclonal humano
de inmunoglobulina G1 kappa (IlgG1k) contra el antigeno CD38, producido en una linea
celular de mamifero (ovario de hamster chino [CHO, por sus siglas en inglés]) usando
tecnologia de ADN recombinante. ElI peso molecular del daratumumab es de
aproximadamente 148 kDa. En una modalidad, el anticuerpo de los conjugados de
anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencidén es daratumumab o sus variantes que
pueden mejorar la afinidad de union del ADC al antigeno CD38. En una modalidad mas, el
anticuerpo de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencion es
daratumumab o sus variantes que pueden mejorar la afinidad de unién del ADC al antigeno
CD38 a un pH adecuado. El pH preferido puede ser un pH de 6,0 o un pH de 7,0. En otra
modalidad, el anticuerpo de la presente invencion es daratumumab o sus variantes que

pueden usarse para aumentar la vida media del ADC.
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Unidad enlazadora:

La unidad enlazadora del conjugado de anticuerpo-enlazador-farmaco enlaza la

unidad del farmaco y la unidad del anticuerpo y tiene la férmula:

En donde:

-A- es una unidad extensora;

aes0o01;

cada -W- es independientemente una unidad de aminoacido;

w es independientemente un numero entero en un rango de 0 a 12;
-Y- es una unidad espaciadora; y

Yes0,102.

Unidad extensora:

La unidad extensora (-A-), cuando esta presente, enlaza una unidad del anticuerpo
con una unidad de aminoacidos (-W-). A este respecto, el anticuerpo (Ab) tiene un grupo
funcional que puede formar una unién con un grupo funcional de la unidad extensora. Los
grupos funcionales utiles que pueden estar presentes en un anticuerpo, ya sea de forma
natural o mediante manipulaciéon quimica, incluyen, pero no se limitan a, sulfhidrilo (-SH),
amino, hidroxilo, carboxi, grupo hidroxilo anomérico de un carbohidrato, y carboxilo. Los

grupos funcionales de anticuerpos preferidos son sulfhidrilo y amino.

La unidad extensora (-A-) de la presente invencion se define por la siguiente

estructura;

O
—(CH2):C(0)3

O

10
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r es un numero entero en un rango de 1 a 10; en donde el terminal carbonilo de -A-
forma una unién con una unidad de aminoacidos (W) y el terminal succinimido de -A- forma

unién con un anticuerpo (Ab).

En una modalidad, la unidad extensora forma una unién con un atomo de azufre de
la unidad del anticuerpo. El atomo de azufre puede derivarse de un grupo sulfhidrilo del

anticuerpo. A continuacion se muestran unidades extensoras representativas de esta

modalidad;
o]
o]
O

Unidad de aminoacidos (-W-):

La unidad de aminoéacidos (-W-), cuando esta presente, enlaza la unidad extensora
con la unidad espaciadora si la unidad espaciadora esta presente, enlaza la unidad
extensora con la unidad del farmaco si la unidad espaciadora estad ausente, y enlaza la
unidad del anticuerpo con la unidad del farmaco si la unidad extensora y la unidad

espaciadora estan ausentes.

-Ww- es una unidad de dipéptido, tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, hexapéptido,
heptapéptido, octapéptido, nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapeptido. La
unidad de aminoacidos del ADC de la invencidon puede ser escindida enzimaticamente por
una o0 mas enzimas, incluyendo una proteasa asociada al tumor, para liberar la unidad del

farmaco (-D). Las unidades Ww ilustrativas se representan por la formula;

" 0 R21
N
R0 o]

En donde R? es isopropilo y R?' es (CH2)sNHCONH..

Unidad espaciadora:

La unidad espaciadora (-Y-), cuando esta presente, enlaza una unidad de

aminodacidos con la unidad del farmaco cuando hay una unidad de aminoacidos presente.

11
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Alternativamente, la unidad espaciadora enlaza la unidad extensora con la unidad del
farmaco cuando la unidad de aminoacidos esta ausente. La unidad espaciadora también
enlaza la unidad del farmaco con la unidad del anticuerpo cuando faltan tanto la unidad de
aminoacidos como la unidad extensora. Las unidades espaciadoras son de dos tipos
generales: autoinmolables y no autoinmolables. En una modalidad, la unidad espaciadora (-
Y-) de la presente invencion puede ser autoinmolable o no autoinmolable. Una unidad
espaciadora no autoinmolable es aquella en la que parte o la totalidad de la unidad
espaciadora permanece unida a la unidad del farmaco después de la escision,
particularmente por via enzimatica, de una unidad de aminoacidos del conjugado de
farmaco-enlazador-anticuerpo. Los ejemplos de una unidad espaciadora no autoinmolable
incluyen, pero no se limitan a, una unidad espaciadora (glicina-glicina) y una unidad
espaciadora de glicina. Cuando un compuesto de la invencidon que contiene una unidad
espaciadora de dlicina-glicina o wuna unidad espaciadora de glicina se escinde
enzimaticamente mediante una proteasa asociada a células tumorales, una proteasa
asociada a células cancerosas o una proteasa asociada a linfocitos, se escinde un resto de
glicina-glicina-farmaco o un resto de glicina-farmaco de Ab-Aa-Ww-. En una modalidad, -Yy-
es una unidad de alcohol p-aminobencilico (PAB). En una modalidad, la invencién
proporciona un compuesto farmaco-enlazador o conjugado de farmaco anticuerpo-enlazador
en el que la unidad espaciadora esta ausente (= 0). En una modalidad, -Y- es un grupo
alcohol p-aminobencilico (PAB) que esta enlazado a -Ww - mediante el atomo de nitrégeno
amino del grupo PAB, y conectado directamente a -D mediante un grupo carbonato,

carbamato o éter.

Unidad del farmaco:

La presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpo-farmaco, en donde el
anticuerpo es daratumumab y el farmaco es un analogo de auristatina seleccionado de

MMAE y MMAF como se define en las siguientes férmulas:

/ P N N 4
I o | o O 0L ©

MMAE
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Conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencion

La presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpo-farmaco en donde el
anticuerpo es daratumumab o su variante que tiene como objetivo el antigeno CD-38 y el
farmaco o carga util es un analogo de la auristatina preferiblemente MMAE. El conjugado de
anticuerpo-farmaco preferido de la presente invencién es el conjugado de daratumumab-
MMAE también denominado daratumumab vedotina. El conjugado de daratumumab-MMAE
de la presente invencién comprende daratumumab o sus variantes como anticuerpo, mc-vc-
PABC (por sus siglas en inglés) como enlazador y MMAE como toxina o farmaco o carga
util. El conjugado de la presente invencion también incluye la sal farmacéutica de la carga
util, es decir, MMAE. Los inventores de la presente invencién han descubierto que los
conjugados de daratumumab-MMAE de la presente invencion producen una actividad
biolégica significativamente mejor en estudios in vitro asi como in vivo en modelos animales
de xenoinjerto en comparacién con una terapia aprobada de conjugado de farmaco
(Darzalex®) en cancer que expresa CD-38. El nuevo conjugado de farmaco de la presente

invencién es mejor que el conjugado de farmaco aprobado, Darzalex®.

Se espera que la actividad biolégica del daratumumab-MMAE de la presente
invencién se extrapole al uso clinico en humanos. El nuevo conjugado de farmaco de la
presente invencion también es mejor que el conjugado de farmaco aprobado en el sentido
de que es eficaz a concentraciones de farmaco significativamente mas bajas, lo que hace
que el farmaco sea mas barato para los pacientes y posiblemente menos toxico, al tiempo

que es igual o mas eficaz que el conjugado de farmaco aprobado, es decir, Darzalex®.

Proceso de preparacion del conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencién

El anticuerpo de la presente invencion, preferiblemente daratumumab se expreso6 en
células CHO (ovario de hamster chino) usando tecnologia recombinante. Las células se
cultivaron en medios de cultivo celular a pH y temperatura adecuados por un periodo
especifico. Una vez finalizada la incubacion celular, se cosecharon los cultivos celulares y se

aislé y purificé el anticuerpo por la técnica cromatografica adecuada. El anticuerpo,
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preferiblemente daratumumab, de la presente invencién se redujo con agentes reductores
tales como tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) en amortiguador de fosfato a pH en el rango de
5-8,5 a temperatura de aproximadamente 37 °C por 120 minutos. Alternativamente, el
daratumumab de la presente invenciéon puede reducirse por ditiotreitol (DTT, por sus siglas
en inglés). El daratumumab reducido se hizo reaccionar con un exceso molar de
aproximadamente 5 a 10 del conjugado de farmaco-enlazador de la presente invencion. El
conjugado de farmaco-enlazador de la presente invencién es la vedotina, que esta
disponible comercialmente en el mercado. La vedotina de la presente invencion comprende
un enlazador mc-vc-PABC conjugado con una carga util de monometilauristatina (MMAE),
también conocida como vc-MMAE o mc-vc-PABC-MMAE. El conjugado se purificé por
ultrafiltracion-diafiltracion. La relacién farmaco-anticuerpo (DAR) se determindé mediante el
método de columna HPLC-HIC. Las relaciones farmaco anticuerpo (DAR) obtenidas para el
daratumumab vedotina de la presente invencién, que tipicamente estan en el rango de 1 a 8,
preferiblemente de 3 a 5 mas preferiblemente de 3,5 a 4,5. Para el almacenamiento a largo
plazo, las alicuotas del conjugado de farmaco purificado se han almacenado en condiciones

de congelacion, a -25 + 5 °C.

Uso del conjugado de la presente invencidn

En otro aspecto, el conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencién puede
usarse en el tratamiento de un sujeto, que comprende administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un conjugado terapéutico, preferiblemente el conjugado de
daratumumab-farmaco, como se describe en la presente. La dosis efectiva del conjugado
puede estar en el rango de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg. Las enfermedades que pueden tratarse
con el conjugado de daratumumab-farmaco incluyen, pero no se limitan a, canceres,
enfermedades autoinmunes y/o infecciosas, mieloma multiple, artritis reumatoide,
poliarteritis nodosa, vasculitis crioglobulinémica esencial, angiitis leucocitoclastica cutanea,
enfermedad de Kawasaki, arteritis de Takayasu, artritis de células gigantes, purpura de
Henoch-Schonlein, angiitis cerebral primaria o aislada, eritema nodoso, trombangiitis
obliterante, purpura trombética trombocitopénica (incluido el sindrome urémico hemolitico), y
vasculitis secundarias, incluida la vasculitis leucocitoclastica cutdnea (por ejemplo,
secundaria a hepatitis B, hepatitis C, sindrome de Sjogren o lupus eritematoso sistémico),
eritema nodoso, vasculitis alérgica, paniculitis, enfermedad de Weber-Christian, purpura
hiperglobulinémica y enfermedad de Berger, trastornos cutaneos, tales como dermatitis de
contacto, dermatosis IgA lineal, vitiligo, pioderma gangrenoso, epidermdlisis bullosa

adquirida, pénfigo vulgar (incluido el penfigoide cicatricial y el penfigoide bulloso), alopecia
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areata (incluida la alopecia universal y la alopecia total), dermatitis herpetiforme, eritema
multiforme y urticaria crénica autoinmune (incluido el edema angioneurdtico y la vasculitis
urticarial), citopenias inmunomediadas, tales como la neutropenia autoinmune y la aplasia
pura de eritrocitos; trastornos del tejido conjuntivo, tales como lupus del SNC, lupus
eritematoso discoide, sindrome de CREST, enfermedad mixta del tejido conjuntivo,
polimiositis/dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusién, crioglobulinemia tipo 1y tipo Il,
fibromialgia, sindrome de anticuerpos fosfolipidos, hemofilia secundaria, policondritis
recidivante, sarcoidosis, sindrome del hombre rigido y fiebre reumatica, fascitis eosinofilica,
espondilitis anquilosante, artritis crénica juvenil, enfermedad de Still del adulto y sindrome
SAPHO, sacroileitis, artritis reactiva, enfermedad de Still, gota; trastornos hematolégicos,
tales como anemia aplasica, anemia hemolitica primaria (incluido el sindrome de aglutinina
fria) o lupus eritematoso sistémico; sindrome POEMS, anemia perniciosa y purpura
hiperglobulinémica de Waldemstrom; otros ejemplos son la agranulocitosis, la neutropenia
autoinmune, la enfermedad de Franklin, la enfermedad de Seligmann, la enfermedad de
cadenas pesadas gamma y la formacion de inhibidores del factor VIlI; endocrinopatias, tales
como la polendocrinopatia y la enfermedad de Addison; otros ejemplos son la hipoglucemia
autoinmune, el hipotiroidismo autoinmune, el sindrome de insulina autoinmune, la tiroiditis
de Quervain y la resistencia a la insulina mediada por anticuerpos del receptor de insulina;
trastornos hepato-gastrointestinales, tales como la enfermedad celiaca, la enfermedad de
Whipple, la cirrosis biliar primaria, la hepatitis crénica activa y la colangitis esclerosante
primaria; otro ejemplo es la gastritis autoinmune; nefropatias, tales como la glomerulonefritis
progresiva rapida, la nefritis postestreptococica, el sindrome de Goodpasture, la
glomerulonefritis membranosa y la nefritis crioglobulinémica, la enfermedad de cambios
minimos; trastornos neurolégicos, tales como neuropatias autoinmunes, mononeuritis
multiple, sindrome miasténico de Lambert-Eaton, corea de Sydenham, tabes dorsal y
sindrome de Guillain-Barré, mielopatia/paresia espastica tropical, miastenia grave,
polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda y polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica; esclerosis multiple; trastornos cardiacos y pulmonares, tales como
COPD, alveolitis fibrosante, bronquiolitis obliterante, aspergilosis alérgica, fibrosis quistica,
sindrome de Loffler, miocarditis y pericarditis; otros ejemplos son neumonitis por
hipersensibilidad, y trastornos alérgicos, tales como asma bronquial y sindrome de hiperlgE,
amaurosis fugax; trastornos oftalmoldgicos, tales como coriorretinitis idiopatica,
enfermedades infecciosas, tales como infeccién por parvovirus B (incluido el sindrome de
manos Yy calcetines); trastornos gineco-obstétricos, tales como aborto recurrente, pérdida

fetal recurrente y retraso del crecimiento intrauterino, sindrome paraneoplasico secundario a
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neoplasias ginecoldgicas; trastornos reproductivos masculinos, tales como sindrome
paraneoplasico secundario a neoplasias testiculares; (por sus siglas en inglés,

respectivamente).

Tales terapias pueden administrarse una o varias veces, dependiendo del estado de
la enfermedad y de la tolerabilidad del conjugado, y pueden usarse solas como monoterapia
0 en combinacién con otras modalidades terapéuticas, tales como cirugia, radiacién externa,
radioinmunoterapia, inmunoterapia, quimioterapia, terapia antisentido, terapia de ARN de
interferencia, terapia génica y otras similares. Cada combinacion se adaptara al tipo de
tumor, etapa, condicién del paciente y terapia previa, y otros factores considerados por el

meédico responsable.

Formulaciéon y administracion

Las vias de administracion adecuadas de los conjugados de farmaco de
daratumumab de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, la administracién oral,
parenteral, rectal, transmucosa, intestinal, intramuscular, subcutanea, intramedular,
intratecal, intraventricular directa, intravenosa, intravitrea, intraperitoneal, intranasal o
intraocular. Las via de administracion preferida es la parenteral. Alternativamente, se puede
administrar el compuesto de forma local en lugar de sistémica, por ejemplo, mediante

inyeccion del compuesto directamente en un tumor soélido.

El conjugado de anticuerpo-farmaco, preferiblemente el conjugado de daratumumab-
farmaco de la presente invencion puede formularse de acuerdo con métodos conocidos para
preparar composiciones farmacéuticamente Utiles, en las cuales el conjugado de anticuerpo-
farmaco se combina en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente adecuado. La
solucion salina estérii amortiguada con fosfato es un ejemplo de excipiente
farmacéuticamente adecuado. Otros excipientes adecuados son bien conocidos por los

expertos en la técnica.

En una modalidad, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpo-

enlazador-farmaco (ADC) de Férmula (1):
Ab-(Aa-Ww-Yy-D),
En donde el anticuerpo (Ab) es un anticuerpo objetivo CD-38;

-Aa-Ww-Yy- es una unidad enlazadora escindible enzimaticamente que enlaza la
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unidad del farmaco (D) y el anticuerpo, en donde: -A- es una unidad extensora; a es 1; cada
-W- es independientemente una unidad de aminoacido; -Y- es una unidad espaciadora; w es
un numero entero en el rango de 2a 12, yes 1 0 2; p en el rango de 1 a aproximadamente
20; y el farmaco (D) es un analogo adecuado de la auristatina seleccionado de MMAE y

MMAF como se define en las siguientes estructuras;

En donde la linea ondulada representa el punto de conexién con el enlazador.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco en donde: -A- es una unidad extensora; -W- es independientemente una
unidad de aminoacidos seleccionada de -fenilalanina-lisina- o -valina-citrulina-; -Y- es una
unidad espaciadora seleccionada de -glicina-glicina- o alcohol p-aminobencilico (PAB) o

carbamato de p-aminobencilo (PABC).

En otra modalidad, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco en donde: -A- es una unidad extensora definida por la siguiente

estructura;

O
—(CHg)C(0)

O
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En donde r es un numero entero en un rango de 1 a 10; en donde el terminal
carbonilo de -A- forma union con una unidad de aminoacidos (W) y el terminal succinimido

de -A- forma unién con un anticuerpo (Ab).

En otra modalidad, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-
enlazador-farmaco (ADC) en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende
secuencias de region determinante de complementariedad (CDR) de region variable de
cadena ligera CDR1 (RASQSVSSYLA, SEQ ID NO: 1), CDR2 (DASNRAT, SEQ ID NO: 2) y
CDR3 (QQRSNWPPTF, SEQ ID NO: 3), y secuencias CDR de region variable de cadena
pesada CDR1 (SFAMS, SEQ ID NO: 4), CDR2 (AISGSGGGTYYADSVKG, SEQ ID NO: 5) y
CDR3 (DKILWFGEPVFDY, SEQ ID NO: 6); la unidad enlazadora escindible
enzimaticamente es mc-vc-PABC y el farmaco es farmaco (D) es un analogo adecuado de la
auristatina MMAE.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-

enlazador-farmaco (ADC) en donde la estructura del ADC esta representada por;

N A Aty iﬁﬁ%r’@
S

NH

szko
En otra modalidad, la presente invenciéon proporciona mAb es un anticuerpo
monoclonal que comprende secuencias de regién determinante de complementariedad
(CDR) de regidn variable de cadena ligera CDR1 (RASQSVSSYLA, SEQ ID NO: 1), CDR2
(DASNRAT, SEQ ID NO: 2) y CDR3 (QQRSNWPPTF, SEQ ID NO: 3), y secuencias CDR de
region variable de cadena pesada CDR1 (SFAMS, SEQ ID NO: 4), CDR2
(AISGSGGGTYYADSVKG, SEQ ID NO: 5) y CDR3 (DKILWFGEPVFDY, SEQ ID NO: 6).

En una modalidad, la presente invencidon proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende dominios

constantes y un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano.

En una modalidad, la presente invencidon proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende dominios

constantes y un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano y en donde uno o mas
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aminoacidos en la porcién Fc (por sus siglas en inglés) estan mutados.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el mAb es el anticuerpo monoclonal daratumumab o variantes del

mismo.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde dicho mAb esta unido a entre 1 y 8 restos de farmaco,

preferiblemente de 3 a 5, mas preferiblemente de 3,5 a 4,5.

En una modalidad, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica
que comprende el conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencién y un

portador aceptable.

En una modalidad, la presente invenciéon proporciona un proceso para preparar el
conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencidon en donde el proceso comprende
a) purificacién del anticuerpo, daratumumab b) reduccidon parcial de daratumumab c)

conjugacion de daratumumab reducido con enlazador de farmaco ve-MMAE.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde dicho conjugado estd en una forma adecuada para la
administracion parenteral tal como intravenosa (i.v), intramuscular (i.m), subcutanea (s.c),

intraperitoneal (i.p) o cualquier otra via de administracion adecuada.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC) en donde el ADC se usa para tratar el cancer.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el ADC se usa para tratar una infeccibn con un organismo

patégeno.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC), en donde el ADC se usa para tratar una enfermedad autoinmune.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el ADC se administra como monoterapia o en combinaciéon con
uno o mas agentes terapéuticos seleccionados del grupo que consiste en anticuerpos no
conjugados, anticuerpos radiomarcados, anticuerpos conjugados con farmacos, anticuerpos

conjugados con toxinas, terapia génica, quimioterapia, péptidos terapéuticos,
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oligonucledtidos, radioterapia localizada, cirugia y terapia de ARN de interferencia.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona un conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC), en donde la dosis del ADC es de aproximadamente 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.

En una modalidad, la presente invencidn proporciona que el conjugado de

anticuerpo-farmaco (ADC) es daratumumab vedotina.
EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacion del conjugado de daratumumab-enlazador-farmaco

El daratumumab se expresd en células CHO y se purificé por cromatografia en
columna convencional que comprendia cromatografia en columna de afinidad con r-proteina
A, de intercambio fuerte de cationes y de modo mixto. La pureza del daratumumab fue de
99,5 %, de acuerdo con la valoracion de HP-SEC. La conjugacion del farmaco con
daratumumab (a > 1 mg/mL) se realizd sobre el grupo tiol (-SH) en condiciones reductoras
por exceso molar (con respecto a la proteina) del farmaco MMAE acoplado valina-citrulina a
una temperatura entre 2 °C y 30 °C a un pH entre 5,0 y 8,5. El complejo enlazador-farmaco
se disolvio en acetonitrilo al 5-20 % antes de mezclarlo con la solucién proteica. EI complejo
enlazador-farmaco también puede disolverse en otro disolvente organico como acetato de
dimetilo o sulféxido de dimetilo. La reaccion de conjugacion se llevé a cabo por
aproximadamente 60 minutos. Tras la conjugacion, el conjugado de anticuerpo-farmaco
(conjugado de daratumumab-MMAE) se intercambié con amortiguador, se filtré a través de
un filtro de 0,2 y se almacend a - 20 °C o menos. En el analisis HP-SEC, se observo la

pureza mencionada en la Tabla 1.

Tabla 1: Pureza del conjugado de daratumumab-farmaco por analisis HP-SEC

Andlisis de HP-SEC
Muestra HMW (alto peso o LMW (bajo
Pico principal peso
molecular) molecular)
Conjugado de daratumumab-MMAE 3,89 % 95,00 % 1,11 %

Se observd que el conjugado de anticuerpo-farmaco presentaba una pureza

aproximada de 95 % en el andlisis HP-SEC.

20




10

15

20

25

El conjugado de daratumumab-MMAE también puede prepararse por el método

descrito en el Ejemplo 2.

Ejemplo 2: Método de preparacion del conjugado de daratumumab-MMAE

El anticuerpo monoclonal daratumumab se expresé en células de ovario de hamster
chino (CHO). La purificacién se llevo a cabo usando pasos convencionales de cromatografia
en columna, tales como cromatografia en columna de afinidad con r-proteina A,
cromatografia de intercambio catidénico y cromatografia en columna de modo mixto. Tras la
purificacion, se determind una pureza del anticuerpo mayor a 99 % usando cromatografia de

exclusion por tamano de alto rendimiento (HP-SEC).

Conjugacion del farmaco ve-MMAE con daratumumab

El anticuerpo monoclonal daratumumab purificado se sometié a conjugaciéon quimica
con ve-MMAE. La matriz ve-MMAE también se conoce como vedotina, que se adquirioé en el

mercado. A continuacion se describen los pasos del proceso;

Descongelacion del Intermedio Critico (Cl, es decir, daratumumab)

El CI (por sus siglas en inglés) se almacend congelado en bolsas criogénicas. La
descongelacion se realiz6 manualmente en las mismas criobolsas. Una vez descongelado,
el material Cl (daratumumab) se transfirid a un recipiente adecuado para el siguiente paso

de la reaccion.

Reduccién parcial del Cl por TCEP

El daratumumab se sometié a una reduccion parcial (enlaces cruzados S-S entre
cadenas) en presencia de una cantidad molar excesiva de tris(carboxietil)fosfina [TCEP] por
aproximadamente 300 min. La temperatura de incubaciéon se mantuvo a 37 °C o menos, en
condiciones de agitacion (200 rpm), durante la reaccion. Al final de la reaccién, la mezcla de
proteinas se pasdé por un filtro de 0,2 y se recolectd en un frasco limpio de vidrio

despirogenado (2 L) para realizar el siguiente paso de la reaccion.

Conjugacion del enlazador del farmaco con el Ci

El daratumumab tratado con TCEP se incubé con una cantidad molar en exceso del
enlazador del farmaco, ve-MMAE (valina-citrulina-monometilauristatina E). La incubacion se

llevd a cabo en condiciones de frio por no mas de 120 min, con agitacion suave (200 rpm).
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La conjugacioén tiene lugar con la formacién de una unién covalente de tioéter entre los
grupos -SH libres (entre cadenas) de la proteina daratumumab parcialmente reducida y el
grupo maleimida del enlazador del farmaco, vc-MMAE. Al final de la reaccion de
conjugacion, la mezcla de reaccion se paso por un filtro de 0,2 ym y se sometié a UF/DF
(por sus siglas en inglés) para eliminar las moléculas de enlazador de farmaco que no

habian reaccionado.

Eliminacion del exceso de enlazador de farmacos e intercambio de amortiguadores por
UF/DF

Tras la filtracion, la mezcla de reaccién bruta que contenia daratumumab vedotina se
someti6 a UF/DF para eliminar el enlazador del farmaco vc-MMAE que no habia
reaccionado, seguido de un intercambio amortiguador final. Para UF/DF, se usaron filtros de
membrana de 30 kDa MWCO. La UF/DF se llevé a cabo a una presion transmembrana
maxima (TMP, por sus siglas en inglés) de 50 kPa [0,50 bar]. La diafiltracién a volumen
constante se realiz6 con amortiguador Na-citrato 20 mM de pH de 6,6 £ 0,1; conductividad
de 4,5 £ 0,5 mS/cm, para un maximo de 30 diavolumenes. La diafiltracion se superviso y
controlé para que el pH y la conductividad del retentado alcanzaran los valores objetivo. Una
vez alcanzados los objetivos de pH y conductividad, el daratumumab vedotina se recupero a

aproximadamente 7 mg/mL, y se paso a través de un filtro de 0,2 pm.

Preparacion de formulados a granel

La solucion concentrada de proteinas se recolectd en un frasco de vidrio limpio y
despirogenado. A ella se afadié trehalosa a partir de una solucion madre al 30 % recién
preparada (filtrada a 0,2 ym) para alcanzar una concentracion final de 7 % (p/v). Ademas, se
anadio polisorbato 80 a una concentracion final de 0,02 % y se ajustd el volumen final del
granel con la adicion del amortiguador del principio activo para alcanzar una concentracion
de proteina de 5 mg/mL para daratumumab vedotina. El granel formulado de daratumumab
vedotina se paso a través de un filtro de 0,2 um, bajo cabina de bioseguridad, y se recolectd
en un frasco de polietileno tereftalato de glicol (PETG, por sus siglas en inglés) de un Unico
uso, estéril y no pirogénico, con cierre de rosca de polietileno de alta densidad (HDPE, por
sus siglas en inglés) blanco. El granel formulado filtrado se etiqueté como principio activo

daratumumab vedotina.
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Ejemplo 3: Relacién farmaco anticuerpo (DAR) del conjugado de daratumumab-MMAE

Las muestras de daratumumab-farmaco vedotina del Ejemplo 3 se analizaron por
cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) -HPLC analitica para valorar la distribucion
del enlazador de farmaco (DI, por sus siglas en inglés) en el daratumumab. Los picos se
separan mediante HIC en funcion de la hidrofobicidad relativa del anticuerpo conjugado con
farmaco (ADC) que lleva de 0 a 8 cargas utiles (toxina del farmaco). Esta técnica también
permite determinar la relacion farmaco-anticuerpo (DAR) media en daratumumab vedotina.
Los experimentos se realizaron usando una columna de butilo (4,6 x 100 mm; 5 um)
acoplada a un sistema HPLC. Las muestras que contenian el principio activo daratumumab
vedotina se inyectaron en la columna HIC saturada con la fase movil A (50 mM de fosfato
con pH 7,0 y 1,2 M de amortiguador de sulfato de amonio que contenia 5 % de alcohol
isopropilico), a 25 °C. El daratumumab vedotina portador de un numero variable de cargas
utiles se eluyé de la columna con la fase mévil B (50 mM de fosfato con pH 7,0 que contenia
20 % de alcohol isopropilico), en modo de concentracién salina decreciente, a 1,0 mL/min, y
la elucion se registré con deteccion UV, a 214 nm. La Figura 1 ilustra la apariencia de las
variantes de anticuerpos ligados a farmacos obtenidas con tres lotes independientes de

daratumumab vedotina.

Las tres muestras de daratumumab-farmaco vedotina mostraron cinco picos
prominentes, que corresponden a DARO, DAR2, DAR4, DARG6 y DARS8, como se muestra en
la Figura 1. Se observé que los valores del tiempo de retencion (RT, por sus siglas en
inglés) de los picos individuales obtenidos con las muestras del lote eran casi idénticos entre
si. El daratumumab vedotina obtenido de todos los lotes derivados mostraba una DAR
promedio de 4 + 1, preferiblemente una DAR de aproximadamente 1 a 8, mas
preferiblemente de aproximadamente 3,5 a 4,5 en el analisis HP-HIC, como se indica en la

Tabla 2 a continuacion, y la Figura 1.

Tabla 2: % de Relacion farmaco anticuerpo (DAR) del conjugado de daratumumab-MMAE

% de % de % de % de DAR

0,
Muestras % de DARO DAR2 DAR4 DARG DARS promedio

Conjugado de
daratumumab- 3,36 20,64 43,18 25,16 7,66 4,26
MMAE
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Ejemplo 4: Perfil polipeptidico del conjugado de daratumumab-enlazador-farmaco usando
electroforesis SDS PAGE

Preparacion del conjugado de daratumumab-enlazador-farmaco

El conjugado de daratumumab-enlazador-farmaco se preparé de acuerdo con el

proceso descrito en el Ejemplo 1.

Electroforesis SDS PAGE

Instrumento: Sistema de electroforesis BIO-RAD.

Composiciéon del amortiguador de electroforesis: 0,0247 M de Tris, 0,192 M de
glicina, 0,1 % de SDS, pH a 8,3 £ 0,1.

Preparacion de la muestra

Cada muestra junto con el patron de referencia interno se diluyé con agua Milli-Q vy
amortiguador de muestras 5X de tal manera que, al cargar la muestra, cada pozo del gel se

cargara con 10 ug de proteina.

Perfil polipeptidico del conjugado de enlazador-farmaco de daratumumab (ADC de

daratumumab)

En la Figura 2 se muestra el perfil polipeptidico del ADC de daratumumab. Describe
los resultados de los analisis SDS-PAGE de varias muestras obtenidas durante la reaccion
de conjugacion del ADC daratumumab, incluyendo el daratumumab purificado en los carriles
No. 4 y 5. Los analisis SDS-PAGE de las muestras se realizaron en condiciones no
reductoras. El estandar de referencia interno, es decir, brentuximab vedotina (ADC), también
se analizd en las mismas condiciones, como control positivo. Tras los analisis SDS-PAGE,
se ha observado que el daratumumab esta intacto en el amortiguador de borato después del
intercambio de amortiguadores, ya que se observa una unica banda en los carriles No. 4 y 5.
El carril No. 6 del SDS-PAGE sin reduccion muestra multiples bandas de especies
heterogéneas de mAb tras la reduccion parcial con TCEP 2,7 molar. La muestra conjugada
en los carriles No. 8, 9 y 10 significa que la conjugacion ha tenido éxito, ya que cada banda
con carga util se desplaza hacia la parte superior, es decir, hacia un peso molecular mas

alto en comparacion con la muestra tratada con TCEP en la linea 6.
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Ejemplo 5: Estudio de citotoxicidad in vitro del conjugado de daratumumab-enlazador-

farmaco

Se sembraron células Daudi (ATCC CCL-213, linfoblasto B) en una placa de 96
pozos de fondo negro transparente (Costar 3603). Se eligié esta linea celular porque se
sabe que expresa el receptor CD38. Las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones del conjugado de daratumumab-MMAE y Darzalex, incubadas en
incubadora de CO; por 2 horas. Después de la incubacién, se elimind el exceso de
daratumumab-MMAE no unido, se afiadié medio fresco y se incubé por 4 dias en COz al 5 %
a 37 °C. Al final de la incubacién, se afadio a las células el tinte azul alamar (Invitrogen,
DAL-1100) y se incubaron por 5 horas en incubadora de CO>. Después de la incubacion, se
cuantificaron las células viables midiendo las sefales de fluorescencia a una longitud de
onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm usando un
lector de placas fluorescentes SpectraMax M2E. La Figura 3 muestra que la actividad
relativa in vitro del conjugado de daratumumab-MMAE probado es mejor que la de Darzalex.
El anticuerpo daratumumab por si solo no muestra actividad sin funciones efectoras. Sin
embargo, el conjugado de daratumumab-MMAE muestra una buena actividad in vitro sin
necesidad de una destruccién mediada por células efectoras. Por consiguiente, los datos
muestran que el conjugado de daratumumab-MMAE de la presente invencion es activo y no

inferior a Darzalex.

Ejemplo 6: Eficacia del daratumumab-ADC en el modelo de xenoinjerto de linfoma de
Burkitt en ratones SCID

En el presente estudio, se ha evaluado el potencial terapéutico del nuevo
daratumumab-ADC en comparacion con el anticuerpo daratumumab Unicamente.
Especificamente para inducir el xenoinjerto de linfoma de Burkitt, se inyectaron células
Daudi (1 millon de células/animal/200 pyL de volumen, en relacion 1:1 de suspension celular
y matrigel) en la regiéon del flanco derecho de los animales a ratones SCID
inmunodeficientes. Se observéd el desarrollo tumoral de los animales y se administré el
farmaco cuando el volumen tumoral promedio de los animales alcanzé aproximadamente
20-25 mm?3. En este estudio, el daratumumab-ADC vy el daratumumab se compararon frente

a frente a un nivel de dosis de 5 mg/kg (via intravenosa, administracién unica).

La Figura 4 que se muestra demuestra la eficacia del daratumumab-ADC en
comparacion con el daratumumab en la linea celular Daudi de linfoma de Burkitt. Aqui, el

daratumumab a una dosis de 5 mg/kg fue capaz de retrasar la progresion del tumor en
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comparacion con el grupo de control de placebo, pero no fue capaz de hacer retroceder la
carga tumoral. Al mismo tiempo, el daratumumab-ADC a una dosis similar fueron capaces
de hacer retroceder la carga tumoral, lo que indica que el daratumumab-ADC tiene un buen
potencial para hacer retroceder el tumor de linfoma de Burkitt portador de sobreexpresion
CD38 y ha demostrado una clara superioridad sobre la terapia anti-CD38 disponible con el

anticuerpo monoclonal daratumumab.
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Incorporacion por referencia

La divulgacion completa de cada uno de los documentos de patentes y articulos

cientificos mencionados en la presente se incorpora por referencia a todos los efectos.
Equivalentes

La invencion puede realizarse de otras formas especificas sin apartarse de su
espiritu ni de sus caracteristicas esenciales. Por lo tanto, las modalidades anteriores deben
considerarse en todos los aspectos ilustrativas y no limitantes de la invencién descrita en la
presente. El alcance de la invencidon queda asi indicado por las reivindicaciones adjuntas
mas que por la descripcion anterior, y todos los cambios que entren dentro del significado y

rango de equivalencia de las reivindicaciones estan contemplados en las mismas.
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