CONJUGADO DE ANTICUERPO ANTI-PDL1-FARMACO Y USO

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud de Patente China N.° CN
202310513959.4 presentada el 9 de mayo de 2023 y la Solicitud de Patente China N.° CN
202311311898.X presentada el 10 de octubre de 2023.

Campo técnico

La presente solicitud pertenece al campo farmacéutico y se refiere a un conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC, por sus siglas en inglés) y al uso de este. En particular, la
presente solicitud se refiere a un conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco novedoso, y a
un método de uso de este y al uso de este en el tratamiento de enfermedades o trastornos
relacionados con la expresion de PDL1.

Antecedentes de la técnica

En las ultimas décadas, los anticuerpos contra PD-1 y PDL1, representativos de
inhibidores de puntos de control inmunitario, han fomentado el desarrollo rapido de la
inmunoterapia tumoral y se han convertido en otro medio terapéutico eficaz para tumores
después de cirugia, radioterapia, quimioterapia y terapia dirigida. Sin embargo, debido a la
heterogeneidad de los tumores y a la complejidad de los mecanismos reguladores de la
expresion de PDL1, asi como a la permeabilidad relativamente mala de los anticuerpos
monoclonales anti-PDL1 macromoleculares para tumores densos, el uso clinico de los
anticuerpos monoclonales anti-PDL1 esta muy limitado, y la tasa de respuesta objetiva global
en los pacientes es de aproximadamente un 15 %-30 %. Existe una importante necesidad
clinica no satisfecha.

Con el fin de mejorar la capacidad de respuesta y la eficacia terapéutica en pacientes
con tumores, se ha iniciado una investigacion para combinar anticuerpos monoclonales anti-
PD-1 con quimioterapia, terapia dirigida y radioterapia, especialmente con quimioterapia.
Dado que la quimioterapia puede provocar muerte celular inmunogénica, se pueden liberar
mas antigenos tumorales, lo que fomenta eficazmente la activacion de la respuesta

inmunitaria. Ademas, también se puede reducir el nimero y la actividad de las células



inmunosupresoras. Por lo tanto, la quimioterapia es la principal solucion alternativa para las
combinaciones de inmunizacién. Sin embargo, los efectos secundarios sistémicos
provocados por la quimioterapia siguen suponiendo un problema muy importante. PDL1 se
expresa en diversos tipos de tumores y muestra una expresion limitada en tejidos normales.
Por lo tanto, la conjugacion de farmacos quimicos citotoxicos de bajo peso molecular
altamente activos con anticuerpos monoclonales anti-PDL1 puede dar como resultado
farmacos ADC dirigidos a PDL1 bifuncionales, y esta sera una direccion muy prometedora en
cuanto al desarrollo de farmacos.

Actualmente, existen farmacos ADC dirigidos a PDL1 en fases exploratorias de
ensayos preclinicos y de fase I. SGN-PDL1V es un producto técnico de plataforma de ADC
dirigido a PDL1 clasico desarrollado por Seagen, que utiliza MMAE como farmaco cargado
(carga), y actualmente se encuentra en fase clinica I. MMAE (monometilauristatina E), uno de
los farmacos cargados utilizados de forma méas generalizada en ADC, destruye las células
cancerosas principalmente inhibiendo la polimerizacion de la tubulina, lo que resulta eficaz en
la inhibiciobn mitética; sin embargo, el producto de ADC tiene una ventana de calidad
relativamente estrecha. Por lo tanto, se necesita urgentemente en la técnica disponer de
farmacos que sean mas activos biolégicamente y menos téxicos, especialmente farmacos
gue sean eficaces para mutantes resistentes, por ejemplo, conjugados de anticuerpo-
farmaco, con el fin de mejorar adicionalmente la eficacia y reducir los efectos secundarios.
Compendio de la invencion

La presente solicitud se refiere a un conjugado de anticuerpo-farmaco de férmula (1) tal
como se define en el presente documento y a una composicion farmacéutica que comprende
el conjugado de anticuerpo-farmaco. La presente solicitud se caracteriza por un método para
tratar o prevenir un tumor o cancer relacionado con la expresiéon de PDL1, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz del conjugado
de anticuerpo-farmaco de formula (1), el profarmaco, sal farmacéuticamente aceptable o

solvato de este, o el solvato de la sal farmacéuticamente aceptable, tal como se define en el



presente documento. EI método de la presente solicitud se puede utilizar para tratar o
prevenir un tumor o cancer relacionado con la expresion de PDL1.

Un primer aspecto de la presente solicitud se refiere a un conjugado de anticuerpo-
farmaco, un profarmaco, sal farmacéuticamente aceptable o solvato de este, o un solvato de
la sal farmacéuticamente aceptable, en donde el conjugado de anticuerpo-farmaco tiene una
estructura de formula (1):

TP-[L1-L2-L3-D]k

()

en donde

TP es un resto de direccionamiento que se une o reconoce selectivamente a PDL1,

L1 es una unidad de extension que conecta TP y L2;

L2 es un residuo aminoacidico opcional o un péptido corto que consiste en 2-10

residuos aminoacidicos;

L3 es un elemento espaciador;

D es una molécula biol6égicamente activa; y

k representa cualquier valor numérico comprendido entre aproximadamente 0.1 y

aproximadamente 10.0.

Otro aspecto de la presente solicitud se refiere a una composicién farmacéutica que
comprende el conjugado de anticuerpo-farmaco de formula (I), el profarmaco, la sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de este, o el solvato de la sal farmacéuticamente
aceptable, y opcionalmente un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto adicional de la presente solicitud se refiere a un método para tratar un
tumor o cancer relacionado con la expresion de PDL1. El método comprende administrar a
un sujeto que lo necesite el conjugado de anticuerpo-farmaco de formula (1), el profarmaco, la
sal farmacéuticamente aceptable o el solvato de este, o el solvato de la sal
farmacéuticamente aceptable, o una composicién farmacéutica que lo comprende. El tumor o

cancer relacionado con la expresion de PDL1 se selecciona entre melanoma, cancer de



pulmén (p. ej., cancer de pulmon no microcitico o cancer de pulmén microcitico), cancer de
cabeza y cuello, cancer de mama (p. €j., cancer de mama triple negativo (CMTN), cancer de
ovario, cancer urotelial, carcinoma hepatocelular (CHC), cancer gastrico, cancer de cuello
uterino, cancer de colon, céncer rectal, cancer colorrectal, cancer de vejiga, cancer de
eso6fago, cancer renal, cancer de préstata, cancer pancreatico y glioma.

Un aspecto adicional de la presente solicitud se refiere al uso del conjugado de
anticuerpo-farmaco de férmula (1), el profarmaco, sal farmacéuticamente aceptable o solvato
de este, o0 el solvato de la sal farmacéuticamente aceptable de acuerdo con la presente
divulgacién, o la composicion farmacéutica que lo comprende en la preparacion de un
medicamento.

En particular, la presente solicitud proporciona ademas un conjugado de anticuerpo-
farmaco y una composicién con una potencia y/o actividad antitumoral mejorada y una
toxicidad menor en comparacion con los ADC anti-PDL1 conocidos en la técnica anterior.

Los detalles de la presente solicitud se exponen en la descripcidbn adjunta a
continuacion. Aunque se pueden utilizar métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en el presente documento en la practica o el ensayo de la presente solicitud, a
continuacion se describen métodos y materiales ilustrativos. Otras caracteristicas, objetos y
ventajas de la presente solicitud resultaran evidentes a partir de la descripcion y las
reivindicaciones. En la descripcion y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular
también incluyen formas en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en
el presente documento tienen los mismos significados que les atribuyen habitualmente los
expertos en el campo al que pertenece la presente solicitud. Todas las patentes y
publicaciones citadas en la descripcion se incorporan al presente documento por referencia
en su totalidad.

El contenido de todas las referencias (incluidas las referencias bibliograficas, patentes

concedidas, solicitudes de patente publicadas y solicitudes de patente pendientes) que se



citan a lo largo de la presente solicitud se incorpora expresamente al presente documento
por referencia en su totalidad. A menos que se definan de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen los significados que
interpretan habitualmente los expertos en la técnica.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico que muestra la afinidad de un conjugado de anticuerpo anti-
PDL1-farmaco por células positivas para PDL1 NCI-H292 y NCI-H441. (A) Afinidad del
conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS8) por células NCI-H292. (B)
Afinidad del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS8) por células
NCI-H441. Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de
aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado
de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con LP62 (cuya estructura se
muestra en los Ejemplos); DAR representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo; 1gG1
representa un control de IgG1 humana de isotipo K.

La FIG. 2 es un grafico que muestra la internalizacién del conjugado de anticuerpo
anti-PDL1-farmaco en células positivas para PDL1 NCI-H292 a lo largo del tiempo. Nota:
MAB20 representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el
Listado de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco
formado por la conjugacion de MAB20 con LP62; DAR representa la relacion de farmaco
cargado:anticuerpo.

La FIG. 3 es un gréafico que muestra la actividad de destruccion celular del conjugado
de anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS). (A) Actividad de destruccion celular
de MAB20-LP62 (DARS) en una linea celular NCI-H292. (B) Actividad de destruccién celular
de MAB20-LP62 (DARS8) en una linea celular BXPC3. (C) Actividad de destruccion celular de
MAB20-LP62 (DARS8) en una linea celular NCI-H441. Nota: MAB20 representa un anticuerpo

anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-



LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20
con LP62; DAR representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 4 es un grafico que muestra la actividad de union cruzada del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco respecto a PDL1 que deriva de diferentes especies. (A) Union
de MAB20-LP62 (DAR8) a ECD de PDL1 humano. (B) Unién de MAB20-LP62 (DAR8) a ECD
de PDL1 de macaco cangrejero. (C) Uniébn de MAB20-LP62 (DAR8) a ECD de PDL1 de
ratén. (D) Unién de MAB20-LP62 (DAR8) a ECD de PDL1 de rata. Nota: MAB20 representa
un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminodcidos se expone en el Listado de
secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; DAR representa la relacion de farmaco
cargado:anticuerpo; IgG1 representa un control de IgG1 humana de isotipo k.

La FIG. 5 es un grafico que muestra el efecto de vecinidad del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS8). (A) Destruccion in vitro de células MDA-
MB-468 por parte de las moléculas de prueba. (B) Destruccién por vecindad de células MDA-
MB-468 por parte de un sobrenadante de un medio que tiene células HEK293 que
sobreexpresan PD-L1 incubadas con las moléculas de prueba. Nota: MAB20 representa un
anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de
secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; 1gG1-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-
farmaco formado por la conjugacion de IgG1l con LP62, que tiene un valor DAR de 8; DAR
representa la relacién de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 6 es un grafico que muestra la destruccién de macréfagos humanos in vitro
por parte del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS8). Nota:
MABZ20 representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el
Listado de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco
formado por la conjugacion de MAB20 con LP62; 1IgG1-LP62 representa un conjugado de

anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de IgGl con LP62; IgGl-VC-MMAE



representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado a partir de una IgG1 de control de
isotipo preparada de manera similar al Ejemplo 3.2 con MC-VC-PABC-MMAE; SGN-PDL1V
representa una molécula de ADC de referencia tal como se describe en el documento WO
2021067776 Al, que es un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de
un resto de anticuerpo SGN-PDL1V (cuya secuencia de aminoacidos se muestra en el
Listado de secuencias) con un enlazador-toxina MC-VC-PABC-MMAE; y DAR representa la
relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 7 es un grafico que muestra la destruccion in vitro de células dendriticas
humanas por parte del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco MAB20-LP62 (DARS).
Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se
expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-
farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con LP62; IgG1-VC-MMAE representa un
conjugado de anticuerpo-farmaco formado a partir de una IgGl de control de isotipo
preparada de manera similar al Ejemplo 3.2 con MC-VC-PABC-MMAE; SGN-PDL1V
representa una molécula de ADC de referencia tal como se describe en el documento WO
2021067776 Al, que es un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de
un resto de anticuerpo SGN-PDL1V (cuya secuencia de aminoacidos se muestra en el
Listado de secuencias) con un enlazador-toxina MC-VC-PABC-MMAE; y DAR representa la
relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 8 es un grafico que muestra la actividad antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en un modelo de ratbn NCG inoculado por via subcutanea con
la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-231. Nota: MAB20 representa un
anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de
secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; MAB20-VC-MMAE representa un conjugado de
anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con un enlazador-toxina MC-VC-

PABC-MMAE; MAB20-GGFG-Dxd representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado



por la conjugacion de MAB20 con un enlazador-toxina MC-GGFG-Dxd; A 1.3 representa el
compuesto de tipo toxina A 1.3 del Ejemplo 1, que es un farmaco cargado libre; DAR
representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 9 es un grafico que muestra la actividad antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en un modelo de ratbn NCG inoculado por via subcutanea con
la linea celular de céncer pancredtico humano BxPC3. Nota: MAB20 representa un
anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de
secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; MAB20-VC-MMAE representa un conjugado de
anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con un enlazador-toxina MC-VC-
PABC-MMAE; MAB20-GGFG-DXD representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado
por la conjugacion de MAB20 con un enlazador-toxina MC-GGFG-DXD; A 1.3 representa el
compuesto de tipo toxina A 1.3 del Ejemplo 1, que es un farmaco cargado libre; DAR
representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 10 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones atimicos BALB/c con xenoinjerto PDX de cancer de
pulmdn no microcitico humano LU6437. Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-PDL1,
cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62
representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacién de MAB20 con
LP62; SGN-PDL1V representa una molécula de ADC de referencia tal como se describe en
el documento WO 2021067776 Al, que es un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por
la conjugacion de un resto de anticuerpo SGN-PDL1V (cuya secuencia de aminoacidos se
muestra en el Listado de secuencias) con un enlazador-toxina MC-VC-PABC-MMAE; y DAR
representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 11 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de cancer de higado

positivo para PD-L1 humano LD1-0011-200617. Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-



PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62
representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con
LP62; DAR representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 12 es un gréfico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones atimicos NCG con xenoinjerto PDX de carcinoma
escamoso de cabeza y cuello positivo para PD-L1 humano LD1-2023-411020. Nota: MAB20
representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado
de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; A 1.3 representa el compuesto de tipo toxina A 1.3 del
Ejemplo 1, que es un farmaco cargado libre; DAR representa la relacion de farmaco
cargado:anticuerpo.

La FIG. 13 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones atimicos Balb/c con xenoinjerto PDX de cancer de
cuello uterino positivo para PD-L1 humano LD1-0010-200614. Nota: MAB20 representa un
anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de
secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; A 1.3 representa el compuesto de tipo toxina A 1.3 del
Ejemplo 1, que es un farmaco cargado libre; DAR representa la relacion de farmaco
cargado:anticuerpo.

La FIG. 14 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-fArmaco en ratones atimicos Balb/c con xenoinjerto PDX de carcinoma
escamoso de esofago positivo para PD-L1 humano LD1-0015-362448. Nota: MAB20
representa un anticuerpo anti-PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado
de secuencias; MAB20-LP62 representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la
conjugacion de MAB20 con LP62; DAR representa la relacion de farmaco

cargado:anticuerpo.
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La FIG. 15 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de cancer géstrico
positivo para PD-L1 humano LD1-0017-200636. Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-
PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62
representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugaciéon de MAB20 con
LP62; A 1.3 representa el compuesto de tipo toxina A 1.3 del Ejemplo 1, que es un farmaco
cargado libre; DAR representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

La FIG. 16 es un grafico que muestra el efecto antitumoral del conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de céancer colorrectal
positivo para PD-L1 humano LD1-2013-362125. Nota: MAB20 representa un anticuerpo anti-
PDL1, cuya secuencia de aminoacidos se expone en el Listado de secuencias; MAB20-LP62
representa un conjugado de anticuerpo-farmaco formado por la conjugacion de MAB20 con
LP62; A 1.3 representa el compuesto de tipo toxina A 1.3 del Ejemplo 1, que es un farmaco
cargado libre; DAR representa la relacion de farmaco cargado:anticuerpo.

Descripcién detallada de la invencién

La presente divulgacion proporciona un conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco
novedoso. El conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco presenta buena afinidad por
células positivas para PDL1, puede internalizarse eficazmente en las células positivas para
PDL1 y también presenta buenos efectos de destruccion celular incluso en células tumorales
insensibles a anti-PDL1. Ademas, el conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco tiene un
buen efecto de vecinidad y una toxicidad mas baja (especialmente inmunotoxicidad).
Ademas, el conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco presenta una excelente actividad
inhibidora de tumores en varios modelos tumorales, incluso modelos tumorales con una
expresion baja de PDL1.

A efectos de claridad y no como limitacién, la descripcion detallada de la presente
divulgacion se divide en las siguientes subsecciones:

1. Definiciones;



11

Conjugado de anticuerpo-farmaco;

Método de uso;

2
3
4, Formulacion farmacéutica; y
5 Articulo de elaboracion y kit.
1

Definiciones

En la presente divulgacion, los términos cientificos y técnicos utilizados en el presente
documento tienen los significados que interpreten habitualmente los expertos en la técnica, a
menos que se especifique otra cosa. Ademas, los términos y pasos de operaciones de
laboratorio relacionados con la quimica de proteinas y acidos nucleicos, la biologia
molecular, el cultivo celular y tisular, la microbiologia y la inmunologia que se utilizan en el
presente documento son todos términos y pasos convencionales que se utilizan de forma
generalizada en la técnica correspondiente. Ademas, para una mejor comprension de la
presente divulgacién, a continuacidn se proporcionan definiciones y explicaciones de
términos relacionados.

Los términos "PD-L1", "PDL1", "CD274", "B7-H1" y "ligando 1 de muerte celular
programada” se utilizan indistintamente en el presente documento y, a menos que se
especifigue otra cosa, incluyen cualesquiera variantes, isoformas y homologos de PD-L1
humano que se expresan en general por parte de células o en células transfectadas con el
gen PD-L1.

El término "anticuerpo” se utiliza en su sentido mas amplio y abarca varias estructuras
de anticuerpos, que incluyen, sin caracter limitante, anticuerpos monoclonales, anticuerpos
policlonales, anticuerpos multiespecificos (p. €j., anticuerpos biespecificos), anticuerpos de
longitud completa, y fragmentos de union al antigeno de estos, siempre que exhiban la
actividad de unién al antigeno deseada. La expresion "resto de anticuerpo” se refiere a un
anticuerpo de longitud completa o un fragmento de unién al antigeno de este.

El anticuerpo de longitud completa comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas

ligeras. Las regiones variables de las cadenas pesadas y las cadenas ligeras son
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responsables de la union al antigeno. Se puede hacer referencia a los dominios variables de
una cadena pesada y una cadena ligera como "Vy" y "V|", respectivamente. Las regiones
variables en las dos cadenas contienen generalmente tres bucles altamente variables
denominados regiones determinantes de la complementariedad (CDR) (CDR de la cadena
ligera (LC) que incluyen LC-CDR1, LC-CDR2 y LC-CDR3, y CDR de la cadena pesada (HC)
gue incluyen HC-CDR1, HC-CDR2 y HC-CDR3). Los limites de CDR de los anticuerpos y
fragmentos de union al antigeno divulgados en el presente documento pueden definirse o
identificarse mediante las siguientes convenciones: Kabat, Chothia o Al-Lazikani (Al-Lazikani
1997; Chothia 1985; Chothia 1987; Chothia 1989; Kabat 1987 y Kabat 1991). Las tres CDR
de la cadena pesada o la cadena ligera estan interpuestas entre segmentos flanqueantes
denominados regiones marco (FR), que estan mas altamente conservadas que las CDR y
forman un armazén que soporta los bucles hipervariables. Las regiones constantes de la
cadena pesada y la cadena ligera no participan en la unién al antigeno, pero presentan
diversas funciones efectoras. Los anticuerpos se asignan a clases basandose en la
secuencia de aminoéacidos de la regién constante de su cadena pesada. Las cinco clases o
isotipos principales de anticuerpos son IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, que se caracterizan por la
presencia de cadenas pesadas a, O, €, Y Yy M, respectivamente. Varias de las principales
clases de anticuerpos se dividen en subclases tales como IgG1 (cadena pesada y1), 1IgG2
(cadena pesada y2), IgG3 (cadena pesada y3), IgG4 (cadena pesada y4), IgA1 (cadena
pesada a1) o IgA2 (cadena pesada a2).

La expresion "fragmento de unién al antigeno" tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a un fragmento de anticuerpo, que incluye, por ejemplo, anticuerpos
biespecificos, Fab, Fab', F(ab")2, un fragmento Fv, un fragmento Fv estabilizado por disulfuro
(dsFv), (dsFv)2, dsFv biespecifico (dsFv-dsFv'), un anticuerpo biespecifico estabilizado por
disulfuro (anticuerpo biespecifico ds), Fv de cadena uUnica (ScFv), un dimero de ScFv
(diacuerpo bivalente), un anticuerpo multiespecifico que consiste en un resto de anticuerpo

gue comprende una o mas CDR, un anticuerpo de un solo dominio camelizado, un
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nanocuerpo, un anticuerpo de dominio, un anticuerpo de dominio bivalente o cualquier otro
fragmento de anticuerpo que se une a un antigeno pero que no contiene una estructura
completa de anticuerpo. Un fragmento de unién al antigeno puede unirse al mismo antigeno
al que se une el anticuerpo original o el fragmento de anticuerpo original (p. ej., ScFv
original). En algunas realizaciones, un fragmento de union al antigeno puede comprender
una o mas CDR de un anticuerpo humano particular, en donde la una o mas CDR se injertan
en regiones marco de uno o mas anticuerpos humanos diferentes.

Tal como se utiliza en el presente documento, se pretende que la expresion "CDR" o
"region determinante de la complementariedad" se refiera a los sitios de union al antigeno no
contiguos que se encuentran dentro de la regién variable de un polipéptido de la cadena
pesada y/o cadena ligera. Estas regiones especificas se han descrito en: Kabat et al., J. Biol.
Chem., 252:6609-6616 (1977); Kabat et al., Departamento de Sanidad y Servicios Sociales
de los EE. UU., "Sequences of proteins of immunological interest” (1991); Chothia et al., J.
Mol. Biol. 196:901-917 (1987); Al-Lazikani B. et al., J. Mol. Biol., 273: 927-948 (1997);
MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996); Abhinandan y Martin, Mol. Immunol., 45:
3832-3839 (2008); Lefranc M.P. et al., Dev. Comp. Immunol., 27: 55-77 (2003); y Honegger y
Plickthun, J. Mol. Biol., 309:657-670 (2001), en donde la definicién incluye superposiciones o
subconjuntos de residuos aminoacidicos tras una alineacion mutua. No obstante, se pretende
gue la aplicacion de una cualquiera de las definiciones para referirse a una CDR de un
anticuerpo o anticuerpos injertados o variantes de estos se encuentre dentro del alcance del
término tal como se define y utiliza en el presente documento. Los restos aminoacidicos que
abarcan las CDR, segun se definen mediante cada una de las referencias citadas
anteriormente, se exponen a continuacién en la Tabla 1 a modo de comparaciéon. En la
técnica se conocen algoritmos e interfaces de prediccion de CDR, que incluyen, por ejemplo,
Abhinandan y Martin, Mol. Immunol., 45: 3832-3839 (2008); Ehrenmann F. et al., Nucleic
Acids Res., 38: D301-D307 (2010); y Adolf-Bryfogle J. et al., Nucleic Acids Res., 43: D432-

D438 (2015). El contenido de las referencias citadas en este parrafo se incorpora al presente
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documento por referencia en su totalidad para su uso en la presente solicitud y para la
posible inclusidon en una o mas reivindicaciones del presente documento.

Tabla 1: Definiciones de CDR

Kabat! Chothia® | MacCallum®| IMGT* | AHo®
CDR1 31-35 26-32 30-35 27-38 25-40
de Vy
CDR2 50-65 53-55 47-58 56-65 58-77
de Vy
CDRS3 95-102 96-101 93-101 105- 109-
de Vy 117 137
CDR1 24-34 26-32 30-36 27-38 25-40
de V.
CDR2 50-56 50-52 46-55 56-65 58-77
de V.
CDR3 89-97 91-96 89-96 105- 109-
de V, 117 137

'La numeracién de los residuos sigue la nomenclatura de Kabat et al., mencionada

anteriormente.

’La numeracién de los residuos sigue la nomenclatura de Chothia et al., mencionada

anteriormente.

3La numeracién de los residuos sigue la nomenclatura de MacCallum et al.,

mencionada anteriormente.

“La numeracion de los residuos sigue la nomenclatura de Lefranc et al., mencionada

anteriormente.

®La numeracién de los residuos sigue la nomenclatura de Honegger y Pliickthun,

mencionada anteriormente.

La expresion "numeracion de los residuos del dominio variable como en Kabat" o
"numeracion de la posicion de los aminoacidos como en Kabat", y variaciones de estas, se

refieren a un sistema de numeracion utilizado para los dominios variables de la cadena
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pesada o los dominios variables de la cadena ligera de la compilacién de anticuerpos segun
Kabat et al., mencionado anteriormente. Utilizando este sistema de numeracion, la secuencia
de aminoécidos lineal real puede contener menos aminoacidos o aminoacidos adicionales
acortados o insertados correspondientes a una FR o region hipervariable (HVR) de un
dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de la cadena pesada puede comprender
una insercién de un solo aminoacido (residuo 52a segun Kabat) después del residuo 52 de
H2 y residuos insertados (p. €j., residuos 82a, 82b y 82c segun Kabat) después del residuo
82 de FR de la cadena pesada. La numeracion de los residuos de Kabat en un anticuerpo
dado puede determinarse alineando la secuencia del anticuerpo con una secuencia
numerada por Kabat "estdndar" en todas las regiones de homologia.

A menos que se especifique otra cosa en el presente documento, los residuos
aminoacidicos que abarcan las CDR de un anticuerpo de longitud completa se definen segun
la nomenclatura de Kabat de Kabat et al., que se ha mencionado anteriormente, y la
numeracion de los residuos en una cadena pesada de inmunoglobulina, p. €j., una regiéon Fc,
se refiere a la numeracion segun el indice EU tal como se describe en Kabat et al.,
mencionado anteriormente, excepto que los residuos aminoacidicos de las CDR que abarcan
cualquier secuencia consenso se definen segun la nomenclatura de Kabat, en donde las
modificaciones se basan en condiciones experimentales. El "indice EU tal como se describe
en Kabat" se refiere a la numeracién de residuos de un anticuerpo EU de IgG1 humana.

Los residuos de "marco” o "FR" son aquellos residuos de dominio variable distintos de
los residuos de CDR tal como se definen en el presente documento.

Una forma "humanizada” de un anticuerpo no humano (p. ej., de roedor) es un
anticuerpo quimérico que contiene una secuencia minima derivada de un anticuerpo no
humano. En la mayoria de los casos, un anticuerpo humanizado es una inmunoglobulina
humana (anticuerpo receptor) en la que se reemplazan residuos de la region hipervariable
(HVR) de un receptor por residuos de una region hipervariable (anticuerpo donante) con la

especificidad, afinidad y capacidad por el antigeno deseadas en una especie no humana (p.
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ej., un ratén, una rata, un conejo o un primate no humano). En algunos ejemplos, se
reemplazan residuos de la regién marco (FR) de una inmunoglobulina humana por residuos
no humanos correspondientes. Ademas, un anticuerpo humanizado puede comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor ni el anticuerpo donante. Estas
modificaciones se realizan para mejorar adicionalmente el rendimiento del anticuerpo. En
general, un anticuerpo humanizado comprendera al menos uno de los dos dominios
variables, y de forma habitual sustancialmente ambos, en donde todos o sustancialmente
todos los bucles hipervariables corresponden a los de una inmunoglobulina no humana, y
todas o sustancialmente todas las FR son las de la secuencia de inmunoglobulina humana.
Un anticuerpo humanizado también comprenderd opcionalmente al menos una porcion de
una region constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente al menos una porcidon de una
inmunoglobulina humana. Para consultar mas detalles, véase Jones et al., Nature, 321: 522-
525, (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992).

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que tiene una secuencia de aminoacidos
correspondiente a la de un anticuerpo producido en un ser humano y/o que se ha preparado
utilizando cualquier técnica tal como se divulga en el presente documento para producir
anticuerpos humanos. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye especificamente un
anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién al antigeno no humanos. Los
anticuerpos humanos pueden producirse utilizando diversas técnicas conocidas en la
materia, que incluyen colecciones de presentacion en fagos. Hoogenboom y Winter, J. Mol.
Biol., 227:381 (1991); y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991). También son Utiles para la
preparacion de anticuerpos monoclonales humanos los métodos descritos en Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77 (1985); y Boerner et al., J.
Immunol., 147(1):86-95 (1991). Véase también van Dijk y van de Winkel, Curr.Opin.
Pharmacol., 5: 368-74 (2001). Los anticuerpos humanos pueden prepararse administrando

un antigeno a un animal transgénico que se ha modificado para producir tales anticuerpos
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como respuesta a una exposicion antigénica, pero cuyos locus enddgenos se han
inhabilitado, p. ej., xenorratones inmunizados (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU.
N.°® 6 075 181 y 6 150 584 para la tecnologia de XENOMOUSE™). Véase también, por
ejemplo, Li et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103:3557-3562 (2006) para anticuerpos
humanos generados mediante la tecnologia de hibridoma de linfocitos B humanos.

El "porcentaje (%) de identidad de la secuencia de aminoacidos" u "homologia" con
respecto a las secuencias de polipéptidos y anticuerpos que se identifican en el presente
documento se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia
candidata que son idénticos a los residuos aminoacidicos en el polipéptido que se esta
comparando, después de la alineacién de las secuencias (considerando cualesquiera
sustituciones conservadoras como parte de la identidad de secuencia). La alineacion con el
fin de determinar el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos puede
conseguirse utilizando diversos métodos dentro de las técnicas de la materia, por ejemplo,
utilizando un software informético de dominio publico tal como el software BLAST, BLAST-2,
ALIGN, Megalign (DNASTAR) o software MUSCLE. Los expertos en la técnica pueden
determinar los parametros adecuados para medir la alineacion, que incluyen cualesquiera
algoritmos necesarios para conseguir una alineacion maxima a lo largo de la longitud
completa de las secuencias que se estan comparando. Sin embargo, a los efectos del
presente documento, los valores del % de identidad de la secuencia de aminoacidos se
generan utilizando el programa informatico de alineacion de secuencias MUSCLE (Edgar,
R.C., Nucleic Acids Research 32(5):1792-1797, 2004; y Edgar, R.C., BMC Bioinformatics
5(1):113, 2004).

El término "homdlogo" se refiere a la similitud de la secuencia o identidad de la
secuencia entre dos polipéptidos o entre dos moléculas de &cido nucleico. Cuando una
posicion en las dos secuencias que se estan comparando esta ocupada por la misma base o
subunidad monomérica de aminoéacido, p. ej., si una posicion en cada una de las dos

moléculas de ADN esta ocupada por adenina, entonces las moléculas son homdlogas en esa
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posicion. El porcentaje de homologia entre dos secuencias es una funcion del nimero de
posiciones coincidentes u homodlogas compartidas por las dos secuencias dividido por el
numero de posiciones que se estan comparando multiplicado por 100. Por ejemplo, si 6 de
10 posiciones en dos secuencias son coincidentes u homologas, las dos secuencias son 60
% homologas. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN ATTGCC y TATGGC comparten
un 50 % de homologia. En general, la comparacion se realiza cuando dos secuencias se
alinean para obtener la homologia maxima.

La expresion "dominio constante" se refiere a una porcion de una molécula de
inmunoglobulina que tiene una secuencia de aminoacidos mas conservada respecto a la otra
porcién de la inmunoglobulina, es decir, un dominio variable, que contiene un sitio de union al
antigeno. Un dominio constante contiene los dominios Cyl, Ch2 y Cn3 (a los que se hace
referencia de forma colectiva como Cy) de una cadena pesada y un dominio CHL (o C,) de
una cadena ligera.

Una "cadena ligera" de un anticuerpo (inmunoglobulina) de cualquier especie de
mamifero puede asignarse a uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa ("k")
y lambda ("A"), respectivamente, basandose en la secuencia de aminoacidos del dominio
constante de esta.

El "dominio CH1" (al que también se hace referencia como "C1" del dominio "H1") va
habitualmente de aproximadamente el aminoacido 118 a aproximadamente el aminoacido
215 (sistema de numeracion EU).

Una '"regiébn bisagra" se define generalmente como una regién en IgG que
corresponde a desde Glu216 hasta Pro230 de IgG1l humana (Burton, Molec. Immunol.,
22:161-206 (1985)). Las regiones bisagra de otros isotipos de IgG pueden alinearse con una
secuencia de IgG1 colocando el primer y el dltimo residuo de cisteina de modo que formen
enlaces S-S entre las cadenas pesadas en las mismas posiciones.

El "dominio CH2" de una region Fc de IgG humana (al que también se hace referencia

como dominio "C2") va normalmente de aproximadamente el aminoacido 231 a
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aproximadamente el aminoacido 340. El dominio CH2 es singular ya que no esta
estrechamente apareado con otro dominio. En su lugar, dos cadenas de carbohidratos
ramificadas unidas a N se interponen entre los dos dominios CH2 de una molécula de IgG
nativa intacta. Se ha especulado que el carbohidrato puede proporcionar un sustituto para el
apareamiento dominio-dominio y ayudar a estabilizar el dominio CH2. Burton, Molec
Immunol., 22:161-206 (1985).

El "dominio CH3" (al que también se hace referencia como dominio "C2") comprende
una region de residuos en la regién Fc proxima al extremo C del dominio CH2 (es decir,
desde aproximadamente el residuo aminoacidico 341 hasta el extremo C de la secuencia del
anticuerpo [normalmente en el residuo 446 o 447 en 1gG]).

La expresidn "region Fc" o "region cristalizable del fragmento” en el presente
documento se utiliza para definir una region C-terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina, que incluye regiones Fc de secuencias nativas y regiones Fc variantes.
Aunque los limites de la regién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar,
la region Fc de la cadena pesada de IgG humana se define normalmente de modo que se
extienda desde un residuo aminoacidico en la posicion Cys226, o desde Pro230, hasta el
extremo carboxilo de esta. La lisina C-terminal (resto 447 de acuerdo con el sistema de
numeracion EU) de la region Fc puede eliminarse, por ejemplo, durante la produccion o
purificacion del anticuerpo, o modificando por ingenieria genética de manera recombinante el
acido nucleico que codifica una cadena pesada del anticuerpo. Por consiguiente, una
composicién de anticuerpos intactos puede incluir poblaciones de anticuerpos de las que se
han eliminado todos los residuos K447, poblaciones de anticuerpos de las que no se han
eliminado residuos K447 y poblaciones de anticuerpos gue tienen una mezcla de anticuerpos
con y sin el residuo K447. Las regiones Fc de secuencias nativas adecuadas para su uso en
los anticuerpos descritos en el presente documento incluyen 1gG1, 1gG2 (IgG2A, 1gG2B),

IgG3 e IgG4 humanas.
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"Receptor de Fc" o "FcR" describe un receptor que se une a la region Fc de un
anticuerpo. Un FcR preferido es un FcR humano nativo. Ademés, un FcR preferido es uno
que se une a un anticuerpo IgG (receptor y) e incluye receptores de las subclases FcyRl,
FcyRIl y FcyRIll, incluidas las variantes alélicas y, como alternativa, formas de corte y
empalme de estos receptores, los receptores FcyRIl incluyen FcyRIIA ("receptor activante") y
FcyRIIB ("receptor inhibidor"), que tienen secuencias de aminoacidos similares que difieren
principalmente en sus dominios citoplasmaticos. El receptor activante FcyRIIA contiene un
motivo de activacion basado en tirosina inmunorreceptor (ITAM) en su dominio
citoplasmatico. El receptor inhibidor FcyRIIB contiene un motivo de inhibicidon basado en
tirosina inmunorreceptor (ITIM) en su dominio citoplasmatico. (Véase M. Daéron, Annu. Rev.
Immunol. 15:203-234 (1997). El FcR se revisa en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:
457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4: 25-34 (1994); y de Haas et al., J. Lab.Clin.
Med. 126: 330-41 (1995). El término "FcR" en el presente documento abarca otros FcR,
incluidos los que se identifiquen en el futuro.

Tal como se utilliza en el presente documento, las expresiones "se une
especificamente"”, "que reconoce especificamente" y "es especifico para" se refieren a
interacciones medibles y reproducibles, tales como la unién entre una diana y un anticuerpo
o resto de anticuerpo, que es determinante de la presencia de la diana en presencia de una
poblacién heterogénea de moléculas, incluidas las moléculas bioldgicas. Por ejemplo, un
anticuerpo o resto de anticuerpo que reconoce especificamente una diana (que puede ser un
epitopo) es un anticuerpo o resto de anticuerpo que se une a esa diana con mayor afinidad,
mayor avidez, mayor disposicion y/o mayor duracion que su union a otras dianas. En algunas
realizaciones, el grado de union de un anticuerpo a una diana no relacionada es inferior a
aproximadamente un 10 % del grado de union del anticuerpo a la diana segun se mide, p. €j.,
mediante radioinmunoensayo (RIA). En algunas realizaciones, la constante de disociacion de
un anticuerpo que se une especificamente a una diana es (Kp) < 10° M, < 10° M, £ 107 M, <

108 M, <10°M, <10 M, < 10™ M o < 102 M. En algunas realizaciones, un anticuerpo se
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une especificamente a un epitopo de una proteina que esta conservado entre proteinas de
diversas especies. En algunas realizaciones, la union especifica puede incluir, pero no
requiere, una union exclusiva. La especificidad de unién de un anticuerpo o dominio de union
al antigeno puede determinarse experimentalmente mediante un método conocido en la
técnica. Tales métodos incluyen, sin caracter limitante, inmunotransferencias de Western,
ensayos de ELISA, RIA, ECL, IRMA, EIA, BIACORE™ y barridos de péptidos.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "agente citotéxico" se
refiere a una sustancia que inhibe o bloquea las funciones celulares y/o provoca la
destruccion celular. Se pretende que el término incluya: radioisotopos, p. ej., los
radioisétopos At*, 1131, 1'% v9 Re!® Re!®® sm'3 B2, P¥# C* y Lu; agentes
guimioterapéuticos; y toxinas, tales como toxinas que son moléculas de bajo peso molecular
o toxinas enziméaticas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluidos los analogos
sintéticos y derivados de estos.

Un "enlazador", "unidad enlazadora" o "elemento enlazador" se refiere a un modulo
guimico que comprende un enlace covalente o cadena de atomos que une covalentemente
un anticuerpo o resto de direccionamiento a un médulo de farmaco.

Tal como se utilizan en el presente documento, las expresiones "conjugado de
anticuerpo-farmaco", "conjugado de anticuerpo”, "conjugado”, "inmunoconjugado" y "ADC" se
utilizan indistintamente y se refieren a un compuesto o derivado de este unido a un
anticuerpo, p. €j., un anticuerpo anti-PDL1, tal como se define mediante la siguiente formula
general: AB-(L-D)k, en donde Ab = resto de anticuerpo (es decir, anticuerpo o fragmento de
union al antigeno), L = resto de enlazador, D = resto de farmaco y k = el nimero de restos de
farmaco conjugados por resto de anticuerpo.

Entre los conjugados de anticuerpo-farmaco disponibles actualmente en el mercado,
existen dos métodos principales para conjugar un anticuerpo con un enlazador: (1) La lisina
es el sitio de uniébn mas comun en los anticuerpos y un grupo €-amino de esta puede

reaccionar con un grupo carboxilo activado en el enlazador para formar un enlace de tipo



22

amida. Actualmente, existen técnicas que consiguen una conjugacion dirigida al sitio
activando un grupo carboxilo en el enlazador con un grupo activante y a continuacion
formando un enlace de tipo amida con el grupo g€-amino de una lisina especifica en el
anticuerpo. (2) Los grupos sulfhidrilo (SH) de las cisteinas en un anticuerpo existen todos en
forma de enlaces disulfuro (-S-S-). La apertura del enlace disulfuro en el anticuerpo puede
proporcionar una pluralidad de grupos sulfhidrilo libres como sitios de conjugacién. La
conjugacion con los grupos sulfhidrilo del anticuerpo se realiza mediante una reaccion de
adicion de Michael entre un grupo sulfhidrilo libre en el anticuerpo y maleimida, o mediante
reacciones de adicion de Michael dobles entre un sustrato especifico y el grupo sulfhidrilo
libre en el anticuerpo para formar un enlace de puente de azufre estructuralmente singular.

Los codigos de los aminoacidos de tres letras y de una letra tal como se utilizan en el
presente documento son tal como se describen en J. Biol. Chem. 1968, 243, 3558.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "hal6geno” se refiere a fluor,
cloro, bromo o yodo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "alquilo” se refiere a un grupo
hidrocarbonado alifatico saturado, que es un grupo lineal o ramificado que contiene de 1 a 20
atomos de carbono, preferentemente un alquilo que contiene de 1 a 12 atomos de carbono,
mas preferentemente un alquilo que contiene de 1 a 10 4&tomos de carbono y de la forma
mas preferida un alquilo que contiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos no
limitantes incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, terc-butilo, sec-butilo,
n-pentilo, 1,1-dimetilpropilo, 1,2-dimetilpropilo, 2,2-dimetilpropilo, 1-etilpropilo, 2-metilbutilo, 3-
metilbutilo, n-hexilo, 1-etil-2-metilpropilo, 1,1,2-trimetilpropilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-
dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2-etilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-
metilpentilo, 2,3-dimetilbutilo, n-heptilo, 2-metilhexilo, 3-metilhexilo, 4-metilhexilo, 5-
metilhexilo, 2,3-dimetilpentilo, 2,4-dimetilpentilo, 2,2-dimetilpentilo, 3,3-dimetilpentilo, 2-
etilpentilo, 3-etilpentilo, n-octilo, 2,3-dimetilhexilo, 2,4-dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 2,2-

dimetilhexilo, 3,3-dimetilhexilo, 4,4-dimetilhexilo, 2-etilhexilo, 3-etilhexilo, 4-etilhexilo, 2-metil-
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2-etilpentilo, 2-metil-3-etilpentilo, n-nonilo, 2-metil-2-etilhexilo, 2-metil-3-etilhexilo, 2,2-
dietilpentilo, n-decilo, 3,3-dietilhexilo, 2,2-dietilhexilo y varios isomeros ramificados de estos,
etc. Mas preferentemente, el alquilo es un grupo alquilo inferior que contiene de 1 a 6 atomos
de carbono y los ejemplos no limitantes incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo, 1,1-dimetilpropilo, 1,2-dimetilpropilo, 2,2-
dimetilpropilo, 1-etilpropilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, n-hexilo, 1-etil-2-metilpropilo, 1,1,2-
trimetilpropilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2-
etilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 2,3-dimetilbutilo, etc. El grupo alquilo
puede estar sustituido o no sustituido. Cuando esta sustituido, el sustituyente puede ocupar
una posicion de sustitucion en cualquier punto de union disponible y el sustituyente es
preferentemente uno o mAas grupos seleccionados independientemente entre alquilo,
alquenilo, alquinilo, alcoxi, alquiltio, alquilamino, halégeno, sulfhidrilo, hidroxi, nitro, amino,
cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, cicloalcoxi, heterocicloalcoxi, cicloalquiltio,
heterocicloalquiltio y oxo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "haloalquilo” se refiere a un
alquilo sustituido con uno o mas halégenos, en donde el alquilo es tal como se ha definido
anteriormente.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "ciano" se refiere a -CN.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "grupo de acido sulfénico"
se refiere al grupo -SO3H.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "carboxi" se refiere a -
C(O)OH.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "alcoxi" se refiere a -O-
(alquilo) y -O-(cicloalquilo), en los que el alquilo o cicloalquilo es tal como se ha definido
anteriormente. Los ejemplos no limitantes de alcoxi incluyen: metoxi, etoxi, propoxi, butoxi,
ciclopropoxi, ciclobutoxi, ciclopentoxi y ciclohexoxi. El alcoxi puede estar opcionalmente

sustituido o no sustituido y, cuando esta sustituido, el sustituyente es preferentemente uno o
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mas grupos seleccionados independientemente entre alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi,
alquiltio, alquilamino, halégeno, sulfhidrilo, hidroxi, nitro, ciano, cicloalquilo, heterocicloalquilo,
arilo, heteroarilo, cicloalcoxi, heterocicloalcoxi, cicloalquiltio y heterocicloalquiltio.

El término "alquenilo” se refiere a un compuesto alquilico que contiene al menos un
doble enlace carbono-carbono en la molécula, en donde el alquilo es tal como se ha definido
anteriormente, y el alquenilo tiene de 2 a 10 (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) atomos de
carbono (es decir, alguenilo C,.10). El alquenilo es preferentemente un grupo alquenilo que
tiene de 2 a 6 atomos de carbono (es decir, alquenilo C,¢). El alquenilo puede estar
sustituido o no sustituido. Cuando esta sustituido, el sustituyente se selecciona
preferentemente entre uno o mas de los siguientes: alcoxi, halégeno, haloalquilo, haloalcoxi,
cicloalquiloxi, heterocicliloxi, hidroxi, hidroxialquilo, ciano, amino, nitro, cicloalquilo,
heterociclilo, arilo y heteroarilo.

El término "alquinilo" se refiere a un compuesto alquilico que contiene al menos un
triple enlace carbono-carbono en la molécula, en donde el alquilo es tal como se ha definido
anteriormente, y el alquinilo tiene de 2 a 10 (p. €j., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10) atomos de
carbono (es decir, alquinilo C,.10). El alquinilo es preferentemente un grupo alquinilo que tiene
de 2 a 6 &tomos de carbono (es decir, alquinilo C,). El alquinilo puede estar sustituido o no
sustituido. Cuando esté sustituido, el sustituyente se selecciona preferentemente entre uno o
mas de los siguientes: alcoxi, halégeno, haloalquilo, haloalcoxi, cicloalquiloxi, heterocicliloxi,
hidroxi, hidroxialquilo, ciano, amino, nitro, cicloalquilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "alquilo deuterado” se refiere
a un alquilo sustituido con uno o mas halégenos, en donde el alquilo es tal como se ha
definido anteriormente.

La presente divulgacion comprende ademas diversas formas deuteradas de formula
(). Cada atomo de hidrégeno disponible unido a un 4tomo de carbono puede reemplazarse
independientemente por un atomo de deuterio. Los expertos en la técnica pueden sintetizar

formas deuteradas de formula (1) haciendo referencia a referencias bibliogréaficas relevantes.
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Se pueden utilizar materiales de partida deuterados comercializados para preparar formas
deuteradas de férmula (I) o se pueden sintetizar utilizando técnicas convencionales
empleando reactivos deuterados, cuyos ejemplos no limitantes incluyen: borano deuterado,
una solucién de un borano trideuterado en tetrahidrofurano, hidruro de aluminio y litio
deuterado, yodoetano deuterado, yodometano deuterado, etc.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "DAR" se refiere a la relacion
de farmaco cargado:anticuerpo, que representa el nimero promedio de farmacos citotoxicos
cargados por anticuerpo, o también puede representar la relacion de la cantidad del farmaco
respecto a la cantidad del anticuerpo. La carga de farmaco puede estar comprendida en el
intervalo de 0 a 12, preferentemente de 1 a 10 farmacos citotdxicos (D) conjugados por
anticuerpo (Ab). En una realizacién de la presente divulgacion, la DAR se designa como Kk,
gue puede ser un valor medio de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10, a modo de ejemplo, sin
limitacion. El nimero promedio de farmacos por molécula de ADC después de una reacciéon
de conjugacion puede caracterizarse mediante métodos convencionales tales como
espectroscopia UV/visible, espectrometria de masas, ensayo ELISA y HPLC.

En una realizacién de la presente divulgacion, el farmaco citotdxico se conjuga con un
grupo sulfhidrilo de cisteina intercatenario expuesto (-SH) de un anticuerpo y/o un grupo
sulfhidrilo de cisteina (-SH) resultante de mutagénesis dirigida al sitio mediante una unidad
enlazadora. Por lo general, el nimero de moléculas de farmaco que se pueden conjugar con
el anticuerpo en una reaccion de conjugacion sera inferior o igual al valor tedricamente
mMaximo.

Los siguientes métodos no limitantes se pueden utilizar para controlar la carga de un
conjugado de ligando-farmaco citotoxico e incluyen:

(1) controlar la relacion molar de un enlanzador-farmaco cargado respecto a un agente

reductor respecto a un anticuerpo monoclonal,

(2) controlar el tiempo de reaccion, la temperatura y el valor de pH, y

(3) seleccionar diferentes reactivos de reaccion y su contenido.
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Tal como se utiliza en el presente documento, la expresiéon "forma solvatada” o
"solvato" se refiere a que el conjugado de ligando-farmaco de la presente divulgacion forma
un solvato farmacéuticamente aceptable con una o mas moléculas de disolvente, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen agua, etanol, acetonitrilo, isopropanol, DMSO, acetato de
etilo, dimetilacetamida (DMAC), etc.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a una sal organica o inorganica farmacéuticamente aceptable de un
conjugado de anticuerpo-farmaco. Las sales ilustrativas incluyen, sin caracter limitante,
sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato
acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanninato, pantotenato,
bitartrato, ascorbato, succinato, maleato, gentisato, fumarato, gluconato, glucuronato, sal de
azucar acido, formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato,
bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (es decir, 1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3-
naftoato)). Las sales farmacéuticamente aceptables pueden implicar la inclusion de otra
molécula, tal como un ion acetato, un ion succinato u otros contraiones. Los contraiones
pueden ser cualquier médulo organico o inorganico que estabilice la carga del compuesto
precursor. Ademas, las sales farmacéuticamente aceptables pueden tener mas de un atomo
cargado en su estructura. Cuando una variedad de &tomos cargados actian como un
constituyente de una sal farmacéuticamente aceptable, puede haber una variedad de
contraiones. Por lo tanto, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener uno o mas
atomos cargados y/o uno 0 mas contraiones.

Un "solvato farmacéuticamente aceptable” se refiere a una combinacion de una o mas
moléculas de disolvente y un ADC o una sal de este. Los ejemplos de disolventes que
forman solvatos farmacéuticamente aceptables incluyen, sin caracter limitante, agua,
isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato de etilo, &cido acético y etanolamina.

Tal como se utiliza en el presente documento, "tratamiento” o "tratar”" es una estrategia

para obtener resultados beneficiosos o deseados, que incluyen resultados clinicos. A los
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efectos de la presente solicitud, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, sin
caracter limitante, uno o0 mas de los siguientes: aliviar uno 0 mas sintomas resultantes de la
enfermedad, disminuir el alcance de la enfermedad, estabilizar la enfermedad (p. ej., prevenir
o retrasar el empeoramiento de la enfermedad), prevenir o retrasar la dispersion (p. €j.,
metastasis) de la enfermedad, prevenir o retrasar la recidiva de la enfermedad, retrasar o
ralentizar la progresion de la enfermedad, mejorar el estado patoldgico, proporcionar una
remision (parcial o total) de la enfermedad, reducir la dosis de uno o mas farmacos distintos
necesarios para tratar la enfermedad, retrasar la progresion de la enfermedad, aumentar o
mejorar la calidad de vida, incrementar el aumento de peso corporal y/o prolongar la
supervivencia. En el "tratamiento" también se engloba una reduccion de las consecuencias
patolégicas del cancer (tales como, por ejemplo, el volumen tumoral). El método de la
presente solicitud contempla uno cualquiera o mas de estos aspectos del tratamiento.

En el contexto del cancer, el término "tratamiento" incluye uno cualquiera de los
siguientes o todos ellos: inhibir el crecimiento de las células cancerosas, inhibir la replicacion
de las células cancerosas, reducir la carga tumoral global y mejorar uno o0 mas sintomas
relacionados con la enfermedad.

El término "inhibiciébn" o "inhibir" se refiere a la reduccibn o cese de cualquier
caracteristica fenotipica, o la reduccion o cese de la incidencia, extension o probabilidad de
esa caracteristica. "Reducir" o "inhibir" se refiere a reducir, disminuir o prevenir la actividad,
funcion y/o cantidad en comparacion con una referencia. En ciertas realizaciones, "reducir" o
"inhibir" se refiere a la capacidad de provocar una reduccion global de un 20 % o mas. En
otra realizacion, "reducir" o "inhibir" se refiere a la capacidad de provocar una reduccion
global de un 50 % o mas. En otra realizacibn mas, "reducir" o "inhibir* se refiere a la
capacidad de provocar una reduccion global de un 75 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas.

El término "referencia”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier
muestra, patron o nivel utilizado con fines comparativos. La referencia puede obtenerse a

partir de muestras sanas y/o sin enfermedad. En determinadas realizaciones, la referencia
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puede obtenerse a partir de una muestra no tratada. En determinadas realizaciones, la
referencia se obtiene a partir de una muestra sin enfermedad o no tratada de un individuo. En
algunos ejemplos, la referencia se obtiene a partir de uno o mas individuos sanos distintos
del individuo o paciente.

Tal como se utliza en el presente documento, "retrasar el desarrollo de una
enfermedad" se refiere a retrasar, impedir, ralentizar, atrasar, estabilizar, inhibir y/o retrasar el
desarrollo de una enfermedad, tal como un cancer. El retraso puede variar en cuanto al
periodo de tiempo, dependiendo del historial de la enfermedad y/o del individuo que se esté
tratando. Resultaria obvio para los expertos en la técnica que un retraso suficiente o
significativo podria incluir de hecho la prevencion, ya que el individuo no desarrolla la
enfermedad. Por ejemplo, podria retrasar el cancer avanzado (p. ej., el desarrollo de
metastasis).

Tal como se utiliza en el presente documento, la "prevencion” incluye proporcionar
prevencién contra la aparicion o recidiva de una enfermedad en un individuo que puede estar
predispuesto a la enfermedad pero al que todavia no se le ha diagnosticado la enfermedad.

Tal como se utiliza en el presente documento, una funcion o actividad "inhibidora" es
una disminucion en la funcién o actividad en comparacién con la misma condicién distinta de
la condicién o parametro de interés o, como alternativa, en comparacion con otra condicion.
Por ejemplo, los anticuerpos que inhiben el crecimiento tumoral reducen la velocidad de
crecimiento tumoral en comparacion con la velocidad de crecimiento tumoral en ausencia de
los anticuerpos.

Los términos "sujeto”, "individuo" y "paciente” se utilizan indistintamente en el presente
documento para referirse a un mamifero, que incluye, sin caracter limitante, un ser humano,
ganado bovino, caballo, animal felino, canino, roedor o primate. En algunas realizaciones, el
individuo es un ser humano.

Una "cantidad eficaz" de un agente se refiere a una cantidad eficaz, con dosis y

durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico o
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profilactico deseado. La dosis especifica puede variar dependiendo de uno o mas de los
siguientes: el agente particular seleccionado, la pauta posoldgica que se va a seguir, si se va
a administrar de forma combinada con otros compuestos, el momento de la administracion, el
tejido del que se va a obtener imagenes y el sistema de suministro fisico que lo porta.

La "cantidad terapéuticamente eficaz" de una sustancia/molécula, agonista o
antagonista de la presente solicitud puede variar dependiendo de factores tales como el
estado patoldgico, la edad, el sexo y el peso corporal del individuo, y la capacidad de la
sustancia/molécula, agonista o antagonista de provocar la respuesta deseada en el individuo.
Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una cantidad en la que los efectos
terapéuticamente beneficiosos compensan cualesquiera efectos tdxicos o perjudiciales de la
sustancia/molécula, agonista 0 antagonista. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede
suministrarse en una o mas administraciones.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, con dosis y
durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado profilactico deseado.
Normalmente, pero no necesariamente, dado que se utiliza una dosis profilactica en un
sujeto antes o0 en una etapa mas temprana de una enfermedad, la cantidad profilacticamente
eficaz serda inferior a la cantidad terapéuticamente eficaz.

Las expresiones "formulacion farmacéutica" y "composicién farmacéutica" se refieren a
un preparado en una forma que permite que la actividad biolégica de uno o mas principios
activos sea eficaz y no comprende otros componentes que son inaceptablemente toxicos
para el individuo al que se va a administrar la formulacién. Tales formulaciones pueden ser
estériles.

Un "portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a una relleno, diluyente, material
encapsulante, auxiliar de formulacion o portador solido, semisdlido o liquido atoxico
convencional en la técnica para su uso con un agente terapéutico, ambos de los cuales
constituyen conjuntamente una “"composicion farmacéutica” para la administracion a un

individuo. El portador farmacéuticamente aceptable es atoxico para el receptor en la dosis y
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concentracion empleada y es compatible con los otros ingredientes de la formulacion. Un
portador farmacéuticamente aceptable es adecuado para la formulacion empleada.

Debe entenderse que cuando un nombre quimico no es coherente con la estructura
quimica de la presente solicitud, si la hay, prevalece la estructura quimica.

Debe entenderse que las realizaciones de la presente solicitud descritas en el
presente documento incluyen realizaciones "que consisten” y/o "que consisten esencialmente
en".

La referencia a "aproximadamente" un valor o pardmetro en el presente documento
incluye (y describe) variaciones que se refieren a ese valor o parametro en si. Por ejemplo,
una descripcion que se refiere a "aproximadamente X" incluye la descripcién de "X".

Tal como se utiliza en el presente documento, la referencia a que "no" es un valor o
parametro por lo general significa y describe un valor o parametro "diferente". Por ejemplo,
cuando no se utiliza un método para tratar un cancer de tipo X, esto significa que el método
se utiliza para tratar cdnceres distintos del tipo X.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "aproximadamente X-Y"
tiene el mismo significado que "de aproximadamente X a aproximadamente Y".

Tal como se utiliza en el presente documento, modificar la cantidad de un ingrediente
o reactivo en la presente divulgacion con el término "aproximadamente" es una variacién en
la cantidad de un valor numérico que puede ocurrir, por ejemplo, en las mediciones
habituales y los procedimientos de tratamiento de liquidos utilizados para preparar
concentrados o de hecho en las soluciones utilizadas; en errores ocasionales en estos
procedimientos; en diferencias en la elaboracion, las fuentes o la pureza de los ingredientes
utilizados para preparar la composicion o llevar a cabo el método; etc. El término
"aproximadamente" también incluye cantidades que difieren debido a diferentes condiciones
de equilibrio respecto a una composicion resultante de una mezcla de partida particular.
Tanto si estan modificadas o no por el término "aproximadamente"”, los equivalentes de las

cantidades se incluyen en las reivindicaciones. En wuna realizacion, el término
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"aproximadamente" significa que esta dentro de un 10 % del valor numérico indicado,
preferentemente dentro de un 5 % del valor numérico indicado.

Los expertos en la técnica entenderan que, cuando se menciona un valor numerico en
las reivindicaciones, tanto si va precedido de "aproximadamente" como si no, el valor real del
valor numérico puede variar en un 10 % (x10 %) respecto al valor mencionado,
preferentemente en un 5 % (£5 %).

Tal como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las

formas en singular "un”, "una”, "o" y "el/la" incluyen los referentes en plural a menos que el
contexto indique claramente otra cosa.

2. Conjugado de anticuerpo-farmaco

Un anticuerpo anti-PD-L1 puede conjugarse con un resto citotoxico o citostatico
(incluida una sal farmacéuticamente compatible de este) para formar un conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC). Los restos particularmente adecuados para la conjugacion con el
anticuerpo son agentes citotoxicos (p. e€j., agentes quimioterapéuticos), enzimas
convertidoras de profarmacos, radioiso6topos o0 compuestos o toxinas (se puede hacer
referencia a estos restos de forma colectiva como agentes terapéuticos). Por ejemplo, el
anticuerpo anti-PD-L1 puede conjugarse con un agente citotoxico, tal como un agente
quimioterapéutico o una toxina (p. €j., un agente citostatico o citolitico tal como, por ejemplo,
abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina de la difteria).

El anticuerpo anti-PD-L1 puede conjugarse con una enzima convertidora de
profarmacos. La enzima convertidora de profarmacos se puede fusionar de forma
recombinante o conjugar quimicamente con el anticuerpo utilizando un método conocido.
Algunas enzimas convertidoras de profarmacos ilustrativas son la carboxipeptidasa G2, B-
glucuronidasa, penicilina-V-amidasa, penicilina-G-amidasa, B-lactamasa, B-glucosidasa,
nitrorreductasa y carboxipeptidasa A.

Las técnicas para conjugar agentes terapéuticos con proteinas, particularmente con

anticuerpos, son muy conocidas. (Véase, por ejemplo, Arnon et al., "Monoclonal Antibodies
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For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer
Therapy (Reisfeld et al. eds., Alan R. Liss, Inc., 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", en Controlled DrugDelivery (Robinson et al. eds., Marcel Dekker, Inc., 2.2 edicion,
1987); Thorpe, "AntibodyCarriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en
Monoclonal Antibodies’84: Biological And Clinical Applications (Pinchera et al. eds., 1985);
"Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody
In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For CancerDetection And Therapy (Baldwin et
al. eds., Academic Press, 1985); y Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev. 62:119-58. Véase
también, por ejemplo, la Publicacion de PCT N.° WO 89/12624).

El agente terapéutico se puede conjugar de manera que reduzca su actividad a menos
gue se escinda del anticuerpo (p. ej., mediante hidrolisis, mediante la degradacion del
anticuerpo o mediante un agente de escision). Tal agente terapéutico se une al anticuerpo
utilizando un enlazador escindible que es sensible a la escisiéon en el entorno intracelular o el
microentorno tumoral de las células cancerosas que expresan PD-L1 de manera que se
escinde del anticuerpo cuando el conjugado esta en ese entorno (p. €j., en endosomas o, por
ejemplo, debido a la sensibilidad al pH o sensibilidad a proteasas en entornos lisosémicos,
en entornos de caveolas o en el microentorno tumoral).

Habitualmente, el ADC comprende una region enlazadora entre el agente terapéutico
y el anticuerpo anti-PD-L1. Tal como se ha descrito anteriormente, habitualmente el
enlazador se puede escindir en condiciones intracelulares o en el microentorno tumoral, de
tal forma que la escision del enlazador se produce en el entorno intracelular (p. €j., en
lisosomas o endosomas o caveolas) o en el microentorno tumoral, lo que conduce a la
liberacién del agente terapéutico del anticuerpo. El enlazador puede ser, por ejemplo, un
enlazador de tipo peptidilo que se escinde mediante peptidasas o proteasas intracelulares,
gue incluyen proteasas lisosomales o endosémicas. Habitualmente, el enlazador de tipo
peptidilo tiene una longitud de al menos dos aminoacidos o al menos tres aminoacidos. Los

agentes de escisién pueden incluir catepsinas B y D, plasmina, etc. (véase, por ejemplo,
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Dubowchik y Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83: 67-123). Los enlazadores de tipo
peptidilo mas habituales son enlazadores de tipo peptidilo que pueden ser escindidos por
enzimas presentes en las células que expresan PD-L1 o dentro del microentorno tumoral.
Por ejemplo, se pueden utilizar enlazadores de tipo peptidilo que pueden ser escindidos por
la proteasa dependiente de tiol catepsina B, que puede expresarse altamente en tejidos
cancerosos (p. €j., un enlazador que contiene un péptido Phe-Leu o Gly-Phe-Leu-Gly). Se
describen otros enlazadores de este tipo, por ejemplo, en la Patente de EE. UU. N.° 6 214
345. En una realizacion especifica, un enlazador de tipo peptidilo que puede ser escindido
por una proteasa intracelular incluye un enlazador Val-Cit o un dipéptido Phe-Lys (véase, por
ejemplo, la Patente de EE. UU. 6 214 345, que describe la sintesis de doxorrubicina
utilizando el enlazador Val-Cit). Una ventaja del uso de protedlisis intracelular para liberar el
agente terapéutico es que el agente normalmente descompone durante la conjugacion y la
estabilidad en suero del conjugado es generalmente alta.

El enlazador escindible puede ser sensible al pH, es decir, sensible a la hidrélisis a
determinados valores de pH. Normalmente, los enlazadores sensibles al pH se pueden
hidrolizar en condiciones acidas. Por ejemplo, se pueden utilizar enlazadores labiles en
medio acido que pueden hidrolizarse en lisosomas (p. ej., hidrazonas, hemicarbazonas,
tiosemicarbazonas, amida cis-aconitica, ortoésteres, acetales y cetales). (Véanse, por
ejemplo, las Patentes de EE. UU. N.°° 5 122 368, 5 824 805 y 5 622 929; Dubowchik y
Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83:67-123; y Neville et al., 1989, Biol. Chem. 264:14653-
14661). Tales enlazadores son relativamente estables en condiciones de pH neutro, tales
como las de la sangre, pero no son estables por debajo de pH 5.5 0 5.0 (el pH aproximado
de los lisosomas). En determinadas realizaciones, un enlazador hidrolizable es un enlazador
de tipo tioéter (tal como un tioéter unido a un agente terapéutico mediante un enlace de tipo
acilhidrazona) (véase, por ejemplo, la Patente de EE. UU. N.° 5 622 929).

Otros enlazadores, tales como enlazadores de tipo disulfuro, se pueden escindir en

condiciones reductoras. Los enlazadores de tipo disulfuro incluyen aquellos que pueden
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formarse con SATA (S-acetiltioacetato de N-succinimidilo), SPDP (3-(2-piridilditio)propionato
de N-succinimidilo), SPDB (3-(2-piridilditio)butirato de N-succinimidilo) y SMPT (N-
succinimidil-oxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)tolueno), SPDB y SMPT. Véase, por ejemplo,
Thorpe et al., 1987, Cancer Res. 47:5924-5931; Wawrzynczak et al., Immunoconjugates:
Antibody Conjugates in Radioimagery and Therapy of Cancer (C. W. Vogel eds, Oxford U.
Press, 1987. Véase también la Patente de EE. UU. N.° 4 880 935.)

El enlazador también puede ser un enlazador de tipo malonato (Johnson et al., 1995,
Anticancer Res. 15: 1387-93), un enlazador de tipo maleimidobenzoilo (Lau et al., 1995,
Bioorg-Med-Chem. 3 (10):1299-1304) o analogos de 3'-N-amida (Lau et al., 1995, Bioorg-
Med-Chem. 3 (10):1305-12). El enlazador también puede ser un enlazador de tipo malonato
(Johnson et al., 1995, Anticancer Res. 15: 1387-93), un enlazador de tipo maleimidobenzoilo
(Lau et al., 1995, Bioorg-Med-Chem. 3 (10):1299-1304) o analogos de 3'-N-amida (Lau et al.,
1995, Bioorg-Med-Chem. 3 (10):1305-12).

El enlazador también puede ser un enlazador no escindible, tal como un enlazador de
tipo maleimido-alquileno o maleimido-arilo unido directamente a un agente terapéutico (p. €j.,
un farmaco). El farmaco activo-enlazador se libera mediante la degradacion del anticuerpo.

Habitualmente, el enlazador es sustancialmente insensible al entorno del sistema
circulatorio, lo que significa que cuando el ADC esta presente en plasma, se escinde no mas
de aproximadamente un 20 %, habitualmente no méas de aproximadamente un 15 %, mas
habitualmente no mas de aproximadamente un 10 %, incluso méas habitualmente no mas de
aproximadamente un 5 %, no mas de aproximadamente un 3 %, 0 no mas de
aproximadamente un 1 % del enlazador en una muestra de ADC.

Se puede determinar si el enlazador es sustancialmente insensible al entorno del
sistema circulatorio, por ejemplo, de la siguiente manera: incubando tanto (a) ADC ("muestra
de ADC") como (b) una cantidad equimolar de un anticuerpo o agente terapéutico no
conjugado ("muestra de control") independientemente con plasma durante un periodo de

tiempo predeterminado (p. €j., 2, 4, 8, 16, 0o 24 horas), y a continuacion comparando la
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cantidad del anticuerpo o agente terapéutico no conjugado presente en la muestra de ADC
tal como se mide, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alta resolucion, con la
cantidad presente en la muestra de control.

El anticuerpo anti-PDL1 puede conjugarse con el enlazador a través de un
heterodtomo en el anticuerpo. Tales heteroatomos pueden estar presentes en su estado
natural en el anticuerpo o pueden introducirse en el anticuerpo. En algunos aspectos, el
anticuerpo anti-PDL1 se conjugara con el enlazador a través del atomo de nitrégeno del
residuo de lisina. En otros aspectos, el anticuerpo anti-PDL1 se conjugara con el enlazador a
través del atomo de azufre del resto de cisteina. El resto de cisteina puede ser un resto de
origen natural o que se modifica por ingenieria genética en el anticuerpo. En la técnica se
conocen métodos para conjugar enlazadores y farmaco-enlazadores con anticuerpos a
través de residuos de lisina y cisteina.

Los ejemplos de conjugados de anticuerpo-farmaco también incluyen conjugados de
anticuerpo-farmaco basados en camptotecina (es decir, el componente farmacolégico es un
farmaco de camptotecina). La camptotecina es un inhibidor de la topoisomerasa que se ha
demostrado que tiene actividad anticancerosa. Normalmente, el conjugado de anticuerpo-
farmaco basado en camptotecina comprende un enlazador entre el farmaco de camptotecina
y el anticuerpo anti-PDL1. El enlazador puede ser, por ejemplo, un enlazador escindible (p.
ej., un enlazador de tipo peptidilo o un enlazador de tipo carbohidrato) o un enlazador no
escindible (p. ej., un enlazador liberado por la degradacion del anticuerpo). La sintesis y
estructura de enlazadores de farmacos de camptotecina ilustrativos se describen en el
documento PCT/US19/025968, que se incorpora al presente documento a todos los efectos
por referencia en su totalidad.

Otros conjugados de anticuerpo-farmaco ilustrativos incluyen conjugados de
anticuerpo-farmaco de maitansinoide (es decir, el componente farmacolégico es un farmaco
de maitansinoide) y conjugados de anticuerpo-farmaco de benzodiazepina (es decir, el

componente farmacoldégico es una benzodiazepina (p. ej., un dimero de
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pirrolo[1,4]benzodiazepina (dimero de PBD), un dimero de indolobenzodiazepina y un dimero
de oxazolidinobenzodiazepina)).

Las clases utiles de agentes citotoxicos que se conjugan con anticuerpos anti-PDL1
incluyen, por ejemplo, agentes anti-tubulina, agentes de unién al surco menor del ADN,
inhibidores de la replicacion del ADN, sensibilizadores quimioterapéuticos, etc. Otras clases
ilustrativas de agentes citotoxicos incluyen antraciclinas, auristatinas, camptotecinas,
duocarmicina, etoposido, maitansinoides y alcaloides de la vinca. Algunos agentes
citotoxicos ilustrativos incluyen camptotecinas (p. €j., irinotecan y DXD), auristatinas (p. ej.,
auristatina T, auristatina E, AFP, monometilauristatina F (MMAF), monometilauristatina F
lipéfila, monometilauristatina E (MMAE)), agentes de unién al surco menor del ADN (p. €j.,
enediinas y lexitropsinas), duocarmicina, taxanos (p. €j., taxol y docetaxel), alcaloides de la
vinca, inhibidores de la nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPTI), tubulisina M,
doxorrubicina, morfolino-doxorrubicina y ciclomorfolino-doxorrubicina.

El agente citotéxico puede ser un agente quimioterapéutico tal como, por ejemplo,
doxorrubicina, taxol, melfalan, alcaloides de la vinca, metotrexato, mitomicina C o etopésido.
El agente también puede ser un analogo de CC-1065, calicheamicina, maitansina, un
analogo de dolastatina 10, rizoxina o palitoxina.

El agente citotoxico también puede ser auristatina. La auristatina puede ser un
derivado de auristatina E, tal como un éster formado entre auristatina E y un cetoacido. Por
ejemplo, la auristatina E puede reaccionar con acido p-acetilbenzoico o acido benzoilvalérico
para producir AEB y AEVB, respectivamente. Otras auristatinas habituales incluyen
auristatina T, AFP, MMAF y MMAE. La sintesis y estructura de diversas auristatinas se
describe, por ejemplo, en los documentos US 2005-0238649 y US 2006-0074008.

La presente divulgacion divulga un conjugado de anticuerpo-farmaco, un método de
preparacion de este y el uso de este, en particular un conjugado de un anticuerpo anti-PD-L1
y un inhibidor de la topoisomerasa | novedoso que es mas sensible a tumores, una

composicién farmacéutica de este, un método de preparacion de este y el uso de este. Se ha
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descubierto que el conjugado de anticuerpo-farmaco resultante tiene una actividad mejor, tal
como una actividad antitumoral potente, segun experimentos antitumorales. Mejora
significativamente la supervivencia de los animales portadores de tumores, tiene una
toxicidad significativamente reducida, supone menos carga en el cuerpo de los animales de
experimentacion, y se ha reducido en gran medida la dosis minima eficaz del farmaco que es
una molécula de bajo peso molecular cuando se utiliza por si solo, expande la ventana
terapéutica de este, es prometedor para su uso en el desarrollo de farmacos para tratar una
variedad de enfermedades tales como tumores, y muestra buenas perspectivas y valor de
aplicacion.

El conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco de la presente divulgacion es un
conjugado novedoso de anticuerpo dirigido a PDL1-farmaco (ADC) que consiste
esencialmente en tres restos, a saber, un anticuerpo monoclonal dirigido a PDL1, un farmaco
gue es una molécula de bajo peso molecular (carga) y un enlazador sensible al microentorno
tumoral (Enlazador), en donde el farmaco cargado es un inhibidor novedoso de la
topoisomerasa | (TOP) que es mas sensible a los tumores. Después de que el conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco de la presente divulgacién entra en el cuerpo, una parte del
conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco puede liberar el farmaco cargado en el
microentorno tumoral tras la unién del resto de anticuerpo de este especificamente a PDL1
altamente expresado en las células tumorales, mientras que la otra parte entra en las células
cancerosas mediante una internalizacion del farmaco mediada por PDL1. En un entorno
especial dentro de los tumores, el enlazador peptidico del conjugado de anticuerpo anti-
PDL1-farmaco de la presente divulgacion se escinde para liberar eficazmente la carga, y el
farmaco cargado que es una molécula de bajo peso molecular ejerce un efecto citotéxico vy,
por lo tanto, puede destruir las células cancerosas de una manera dirigida. Debido a la
lipofilia relativamente alta, algunas cargas pueden ejercer un "efecto de vecinidad”, lo que
hace posible su accion después de entrar en las células que rodean a las células

cancerosas, mientras que los ADC de PDL1 tienen el potencial de bloquear los puntos de
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control inmunitario de PD-1/PDL1. Estos mecanismos de accion anticancerosos también son
eficaces contra células tumorales negativas y de baja expresion del antigeno. Cabe esperar
gue el conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco de la presente divulgacion sea un
farmaco terapéutico ideal para los siguientes pacientes: pacientes que han mostrado una
respuesta insatisfactoria a la terapia con un inhibidor de PD-1/PDL1 o progresion después de
la terapia con un inhibidor de PD-1/PDL1.

El conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco de la presente divulgacion tiene las
siguientes caracteristicas:

(1) Se utiliza una nueva generacion de tipo de enlazador que es relativamente

sensible al microentorno tumoral para garantizar la estabilidad de los farmacos del

ADC en la circulacién sanguinea y permitir la liberacidon eficaz del farmaco cargado

gue es una molécula de bajo peso molecular en las células tumorales o cuando se

encuentra en el microentorno tumoral.

(2) Se utilizan farmacos cargados (cargas) con la nueva generacion de mecanismo de

accion para destruir de manera eficaz las células cancerosas con diferentes niveles de

expresion de PDL1.

(3) Se utiliza una nueva generacion de tecnologia de conjugacién de anticuerpos para

garantizar la uniformidad y precision del sitio de conjugacion del anticuerpo, de modo

gue su semivida e inmunogenicidad son similares a las del anticuerpo, a la vez que se
conserva la funcion de bloqueo del punto de control inmunitario de PD-1/PDL1 del
resto de anticuerpo.

En algunos aspectos, la presente divulgacion proporciona un conjugado de anticuerpo-
farmaco, un profarmaco, sal farmacéuticamente aceptable o solvato de este, o un solvato de
la sal farmacéuticamente aceptable, en donde el conjugado de anticuerpo-farmaco tiene una
estructura representada mediante la formula (1):

TP-[L1-L2-L3-D]«

(1
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en donde

TP es un resto de direccionamiento que se une o reconoce selectivamente a PDL1,

L1 es una unidad de extensién que conecta TP y L2, en donde TP se conecta con L1

mediante un grupo activo (p. €j., un grupo sulfhidrilo o amino), preferentemente en

donde L1 se conjuga con un grupo sulfhidrilo de cisteina intercatenario (-SH) expuesto
en TP y/o un grupo sulfhidrilo de cisteina (-SH) resultante de mutagénesis dirigida al
sitio;

L2 es un residuo aminoacidico opcional o un péptido corto que consiste en 2-10

residuos aminoacidicos;

L3 es un elemento espaciador;

D es una molécula biolégicamente activa; y

k representa cualquier valor numérico comprendido entre 0.1y 10.0.

Con referencia al conjugado de anticuerpo-farmaco, el subindice k representa la carga
de farmaco y, dependiendo del contexto, puede representar el nimero molecular de las
moléculas de farmaco-enlazador unidas a la molécula de anticuerpo individual; por lo tanto,
es un valor entero; como alternativa, k puede representar la carga de farmaco promedio v,
por lo tanto, puede ser un valor entero o no entero. La carga de farmaco promedio representa
el nimero promedio de moléculas de farmaco-enlazador por anticuerpo en una poblacion.
Habitualmente, pero no siempre, cuando se hace referencia a anticuerpos, tales como
anticuerpos monoclonales, se hace referencia a una poblacion de moléculas de anticuerpo.
En una composicibn que comprende una poblacion de moléculas de conjugado de
anticuerpo-farmaco, la carga de farmaco promedio es un atributo de masa importante, ya que
determina la cantidad del farmaco que puede suministrarse a la célula diana. El porcentaje
de moléculas de anticuerpo no conjugadas en la composicion se incluye en el valor de carga
de farmaco promedio.

En un aspecto preferido de la presente divulgacion, cuando se hace referencia a una

composiciéon que comprende una poblacion de compuestos de conjugado de anticuerpo-



40

farmaco, la carga de farmaco promedio es de 1 a aproximadamente 16, preferentemente de
aproximadamente 2 a aproximadamente 14, més preferentemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10.

Para los ADC de MMAE y camptotecina, tales como los que se ilustran en el presente
documento, una carga de farmaco promedio preferida es de aproximadamente 2, 4 u 8, y una
carga de farmaco promedio particularmente preferida es de aproximadamente 8. En una
realizacion, una carga de farmaco promedio preferida para un ADC de MMAE es 2 o0 4. En
una realizacion, una carga de farmaco promedio preferida para un ADC de camptotecina es 4
u 8. En una realizacion ilustrativa, el farmaco-enlazador se conjuga con un residuo de
cisteina en un disulfuro intercatenario reducido. En algunos aspectos, la carga de farmaco
real por molécula de anticuerpo individual en una poblacion de compuestos de conjugado de
anticuerpo-farmaco es de 1 a 10 (o de 6 a 10 o de 6 a 8), siendo la carga de farmaco
predominante 8.

En algunas realizaciones de férmula (1), TP es un anticuerpo o un fragmento de union
al antigeno de este.

En algunas realizaciones de férmula (I), el fragmento de uni6on al antigeno se
selecciona entre una inmunoglobulina de longitud completa, un fragmento Fv monocatenario
(ScFv), un fragmento Fab, un fragmento Fab’, F(ab’);, un fragmento Fv, un fragmento Fv
estabilizado con disulfuros (dsFv), (dsFv),, una fusién Fv-Fc, una fusién ScFv-Fc, una fusién
ScFv-Fv, un diacuerpo, un tricuerpo, un tetracuerpo, o cualquier combinacion de estos.

En algunas realizaciones de formula (1), TP es un anticuerpo humanizado o un
fragmento de union al antigeno de este.

En algunas realizaciones de férmula (), TP comprende una region variable de la
cadena pesada (VH) y una region variable de la cadena ligera (VL), en donde la region
variable de la cadena pesada (VH) comprende la region determinante de la
complementariedad de la cadena pesada 1 (HCDR1), HCDR2 y HCDR3 contenidas en la

SEQ ID NO: 7, y la region variable de la cadena ligera (VL) comprende la region
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determinante de la complementariedad de la cadena ligera 1 (LCDR1), LCDR2 y LCDRS3
contenidas en la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones de formula (I), la secuencia de aminoacidos de HCDRL1 es la
SEQ ID NO: 1, la secuencia de amino&cidos de HCDR2 es la SEQ ID NO: 2 y la secuencia
de aminoacidos de HCDR3 es la SEQ ID NO: 3; y la secuencia de aminoacidos de LCDR1 es
la SEQ ID NO: 4, la secuencia de aminoacidos de LCDR2 es la SEQ ID NO: 5y la secuencia
de aminoacidos de LCDR3 es la SEQ ID NO: 6.

En algunas realizaciones de férmula (l), TP comprende una secuencia de Fc de IgG
humana.

En algunas realizaciones de la férmula (1), la IgG se selecciona entre 1gG1, IgG2, IgG3
e lgG4.

En algunas realizaciones de férmula (I), TP comprende una regién variable de la
cadena pesada (VH) y la secuencia de aminoacidos de la regidén variable de la cadena
pesada (VH) tiene al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95
%, al menos un 99 % o un 100 % de identidad con la SEQ ID NO: 7.

En algunas realizaciones de férmula (I), TP comprende una regién variable de la
cadena ligera (VH) y la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera
(VL) tiene al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 99 % o un 100 % de identidad con la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones de formula (1), TP comprende una cadena pesada (HC) y la
secuencia de aminoacidos de la cadena pesada (HC) tiene al menos un 70 %, al menos un
80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad con
la SEQ ID NO: 9.

En algunas realizaciones de formula (I), TP comprende una cadena ligera (LC) y la
secuencia de aminoacidos de la cadena ligera (LC) tiene al menos un 70 %, al menos un 80
%, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 % o un 100 % de identidad con la

SEQ ID NO: 10.
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En algunas realizaciones de formula (1), TP es un anticuerpo multiespecifico.

En algunas realizaciones de férmula (1), TP es un anticuerpo afucosilado.

En algunas realizaciones de formula (I), la region de Fc comprende una lisina C-
terminal.

En algunas realizaciones de formula (), la region Fc comprende una delecion de la
lisina C-terminal.

En algunas realizaciones de formula (1), L1 se selecciona entre
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en donde L1 se conecta con TP en la posicion a mediante un atomo de Sy con L2 en
la posicion b, m es cualquier numero entero comprendido entre 1 y 10, n es cualquier
namero entero comprendido entre 1 y 10, y X e Y son cada uno independientemente
C,0O,SoN.

En algunas realizaciones de férmula (1), L1 es

Sy
en donde m se seleccionaentre 1, 2, 3,4 0 5,
en donde L1 se conecta con TP en la posicion a mediante un atomo de Sy con L2 en
la posicién b.
En algunas realizaciones de formula (1), L1 es
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en donde L1 se conecta con TP en la posicion a mediante un atomo de Sy con L2 en

la posicion b.

En algunas realizaciones, L1 se conecta con una cisteina de TP (mas

especificamente, el grupo sulfhidrilo de la cisteina) en la posicion a.

En algunas realizaciones de formula (1), L2 se selecciona entre
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en donde L2 se conecta con L1 en la posicion ¢ y con L3 en la posicion d.

En algunas realizaciones de formula (1), L2 es

en donde L2 se conecta con L1 en la posicion ¢ y con L3 en la posicion d.

En algunas realizaciones de férmula (I), L3 es un enlace sencillo o un grupo

seleccionado entre:
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en donde L3 se conecta con L2 en la posicion e y con D en la posicion f,

Z se selecciona entre hidrégeno, halégeno, alquilo C;-Cy, haloalquilo C;-Cy, ciano,
sulfo, carboxilo, alcoxi C;-Cyp, alquilo C,-Cyo insaturado, un aminoacido natural, un
aminoécido no natural y un péptido corto que consiste en los aminoacidos anteriores.

En algunas realizaciones de formula (1), Z se selecciona entre

G g g.:
o 0
N 9 N N (o}
N y
N N. T N . N \ o
= N 1 N (8] u A N o T
O” e Oz: n_c
OH
a3 4] 9
N N N o
N (? N N H 0
N 22 TN T N O‘. N s l'\' ™ T
013 < 24 o= 5. .5
OH
9 g
) o g
- O.
“N [e) ¥ N o 0 0 .
N I T N, TR £ »n0
(N Y a N N o
2 23 -8
0 o~ =it L0
OH “

en donde Z se conecta con el resto de L3 en la posicidon g, z1-z9 son cada uno
independientemente un niumero entero comprendido entre 0y 10, y T es NH, u OH.
En algunas realizaciones de formula (1), D es un agente citotoxico.

En algunas realizaciones de formula (1), D se selecciona entre

ST
L
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en donde D se conecta con L3 en la posicion h.
En algunas realizaciones de formula (1), el conjugado de anticuerpo-farmaco se

selecciona entre:
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(A-5)

(A-6)

(A-T)
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Ab representa el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de este tal como se

define en las realizaciones anteriores.

En algunas realizaciones de férmula (I), k es 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9,
10,11,1.2,13,14,15,16,1.7,1.8,1.9,2.0, 2.1,2.2,23,24,25, 2.6, 2.7, 2.8, 2.9, 3.0,
3.1,3.2,3.3,34,35,36,3.7,3.8,39,40,4.1,4.2,43,44,45,46,4.7,4.8,4.9,5.0, 5.1,
5.2,5.3,54,55,56,5.7,5.8,59,6.0,6. 1, 6.2,6.3,64, 6.5, 6.6,6.7,6.8,6.9, 7.0, 7.1, 7.2,
73,74,75,76,7.7,7.8,7.9, 8.0, 8.1, 8.2, 8.3, 84, 85, 86, 8.7, 8.8, 8.9, 9.0, 9.1, 9.2, 9.3,
9.4, 95, 9.6, 9.7, 9.8, 9.9, 10.0, o se encuentra en un intervalo entre dos cualquiera de estos.
En realizaciones adicionales, k es 4.0, 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 45, 4.6, 4.7, 4.8, 49,50, 5.1, 5.2,
5.3,54,55,56,5.7,58,59,6.0,6.1,6.2,6.3,64,6.5, 6.6,6.7,6.8,6.9,7.0, 7.1, 7.2, 7.3,
74,75, 76, 7.7, 7.8, 7.9, 8.0, 0 se encuentra en un intervalo entre dos cualesquiera de
estos. En otras realizaciones, k es 4.0, 6.0 u 8.0.

3. Método de uso

El conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco de la presente divulgacion se puede

utilizar para tratar el cancer. Algunos de tales canceres muestran niveles detectables de
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PDL1 medidos a nivel de proteina (p. ej., mediante inmunoensayo utilizando uno de los
anticuerpos ilustrativos) o de ARNm. Algunos de tales canceres muestran niveles elevados
de PDL1 respecto al mismo tipo de tejido no canceroso, preferentemente del mismo
paciente. Un nivel ilustrativo de PDL1 en células cancerosas tratables es de 5000-500 000
moléculas de PDL1 por célula; sin embargo, pueden tratarse los que tienen niveles mas
elevados o mas bajos. Opcionalmente, el nivel de PDL1 en un cancer se mide antes del
tratamiento.

Los ejemplos de canceres relacionados con la expresién de PDL1 y adecuados para el
tratamiento incluyen melanoma, cancer de pulmon no microcitico (CPNM), cancer de pulmon
microcitico (CPM), cancer de cabeza y cuello, cancer de mama (p. €j., cAncer de mama triple
negativo (CMTN)), cancer pancreatico, cancer de ovario, cancer urotelial, carcinoma
hepatocelular (CHC), cancer de esofago, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer
colorrectal, cancer de cuello de utero, cancer de rifidbn, cancer de préstata, cancer
pancreatico y glioma. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-
farmaco de la presente divulgacién se utiliza para tratar melanoma. En algunas realizaciones,
el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para
tratar CPNM. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de
la presente divulgacion se utiliza para tratar CPM. En algunas realizaciones, el anticuerpo o
conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer de
cabeza y cuello. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco
de la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer de mama. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para
tratar CMTN. El cancer de mama triple negativo es una expresion especifica para un cancer
gue carece de receptores detectables de estrogeno y progestina y carece de sobreexpresion
de HER2/neu. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de
la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer pancreatico. En algunas realizaciones, el

anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para
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tratar cancer de ovario. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-
farmaco de la presente divulgacion se utiliza para tratar céncer urotelial. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se
utiliza para tratar CHC. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-
farmaco de la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer de eséfago. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se
utiliza para tratar cancer gastrico. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de
anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer de cuello uterino.
En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente
divulgacion se utiliza para tratar cancer de rifion. En algunas realizaciones, el anticuerpo o
conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se utiliza para tratar cancer de
préstata. En algunas realizaciones, el anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la
presente divulgacion se utiliza para tratar cancer pancreético. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacién se utiliza para
tratar glioma. El tratamiento se puede aplicar a pacientes con estos tipos de tumores
primarios o metastasicos. El tratamiento también se puede aplicar a pacientes refractarios al
tratamiento convencional o que han recaido después de responder a tal tratamiento.

El conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion se administra con una
pauta eficaz lo cual significa una dosis, via de administracion y frecuencia de administracion
gue pueden retrasar el inicio, reducir la gravedad, inhibir una exacerbacion adicional y/o
mejorar al menos un signo o sintoma del cancer. Si el paciente ya habia padecido cancer, se
puede hacer referencia a la pauta como una pauta terapéuticamente eficaz. Si el paciente
corre un mayor riesgo de desarrollar cancer respecto a la poblacién general, pero no ha
experimentado sintomas, se puede hacer referencia a la pauta como una pauta
profilacticamente eficaz. En algunos casos, puede observarse eficacia terapéutica o
profilactica en pacientes individuales respecto a controles del historial 0 experiencia pasada

en el mismo paciente. En otros casos, se puede demostrar la eficacia terapéutica o
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profilactica en ensayos preclinicos o clinicos respecto a una poblacion de control de
pacientes no tratados.

Una dosis ilustrativa del conjugado de anticuerpo-farmaco puede ser de 1 ug/kg a 15
mg/kg (p. ej., de 0.1 mg/kg a 20 mg/kg), p. €j., de 1 mg/kg a 7.5 mg/kg, o de 2 mg/kg a 7.5
mg/kg, o de 3 mg/kg a 7.5 mg/kg del peso corporal del sujeto, o 0.1-20 mg/kg el peso
corporal del sujeto, o 0.5-5 mg/kg del peso corporal del sujeto (p. ej., 0.5 mg/kg, 1 mg/kg, 2
mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg o 10 mg/kg), o como
una dosis fija de 10-1500 mg o 200-1500 mg. En algunos métodos, se administra al paciente
una dosis de al menos 1 mg/kg, al menos 1.5 mg/kg, al menos 2 mg/kg, al menos 3 mg/kg, al
menos 8 mg/kg o al menos 10 mg/kg, una vez a la semana, una vez cada tres semanas o de
forma menos frecuente. La dosis depende de factores tales como la frecuencia de
administracion, el estado del paciente y la respuesta, si la hay, al tratamiento previo, de si el
tratamiento es profilactico o terapéutico, y de si el trastorno es agudo o cronico.

La administracion puede ser parenteral, intravenosa, oral, subcutanea, intraarterial,
intracraneal, intratecal, intraperitoneal, local, intranasal o intramuscular. La administracion
también puede localizarse directamente en el tumor. Preferentemente, se administra a la
circulacion sistémica mediante administracion intravenosa o subcutanea. La administracion
intravenosa puede realizarse, por ejemplo, mediante infusion durante un periodo de tiempo
(p. €j., 30-90 min) o mediante una Unica inyeccion en bolo.

La frecuencia de administracion depende de factores tales como la semivida del
conjugado en circulacién, el estado del paciente y la via de administracion. La frecuencia
puede ser una vez al dia, una vez a la semana, una vez al mes, una vez cada trimestre o en
intervalos irregulares como respuesta a cambios en el estado del paciente o la progresion del
cancer gque se esté tratando. Durante un ciclo continuo de tratamiento, una frecuencia
ilustrativa de administracion intravenosa se encuentra entre dos veces a la semana y una vez
cada trimestre, pero la administracion también puede tener una frecuencia mayor 0 menor.

Durante un ciclo continuo de tratamiento, otras frecuencias ilustrativas de administracion
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intravenosa se encuentran entre una vez a la semana o tres veces cada cuatro semanas,
pero la administracion también puede tener una frecuencia mayor o menor. Para la
administracion subcutanea, las frecuencias ilustrativas de las dosis son de una vez al dia a
una vez al mes, pero la administracién también puede tener una frecuencia mayor o menor.

El nimero de dosis administradas depende de la naturaleza del cancer (p. €j., si
presenta sintomas agudos o cronicos) y la respuesta del trastorno al tratamiento.
Normalmente, son suficientes entre 1 y 10 dosis para trastornos agudos o trastornos cronicos
exacerbados de manera aguda. En ocasiones, las dosis en bolo individuales (opcionalmente
en formas separadas) son suficientes para trastornos agudos o trastornos crénicos
exacerbados de manera aguda. La recidiva o exacerbacion aguda de trastornos agudos
puede tratarse repetidamente. Para trastornos cronicos, los anticuerpos pueden
administrarse en intervalos regulares, p. ej.,, una vez a la semana, una vez cada dos
semanas, una vez al mes, una vez cada trimestre 0 una vez cada seis meses durante al
menos 1, 5 0 10 afios o la vida del paciente.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral son preferentemente
estériles y sustancialmente isotonicas y se fabrican en condiciones de BPF. Las
composiciones farmacéuticas se pueden proporcionar en una forma farmacéutica unitaria (es
decir, una dosis para una Unica administracién). Las composiciones farmacéuticas se pueden
formular utilizando uno o mas portadores, diluyentes, excipientes o0 auxiliares
fisiologicamente aceptables. La formulacion depende de la via de administracion elegida.
Para inyeccién, el anticuerpo puede formularse en una solucién acuosa, preferentemente en
un tampodn fisiologicamente compatible tal como la solucion de Hank, solucién de Ringer o
solucion salina normal, o tampdn de acetato (para reducir el malestar en el sitio de la
inyeccion). La solucion puede contener agentes de formulacion tales como agentes de
suspension, estabilizantes y/o agentes dispersantes. Como alternativa, antes de su uso, el

anticuerpo puede estar en una forma liofilizada para su constituciéon en un vehiculo adecuado
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(p. €j., agua estéril libre de pirdgenos). La concentracion del anticuerpo en una formulacion
liguida puede ser, por ejemplo, de 1-100 mg/ml, tal como 10 mg/ml.

El tratamiento con el conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente divulgacion
puede combinarse con quimioterapia, radiacion, terapia con células madre, cirugia u otras
terapias que sean eficaces para el trastorno que se esté tratando. Las clases utiles de otros
agentes que pueden administrarse con los conjugados de anticuerpo-farmaco dirigidos a
PDL1 como se describen en el presente documento incluyen, por ejemplo, anticuerpos
dirigidos a otros receptores expresados en células cancerosas, agentes antitubulina (p. ej.,
auristatinas), agentes de unién al surco menor del ADN, inhibidores de la replicacién del
ADN, agentes alquilantes (p. ej., complejos de platino tales como cisplatino, mono(platino),
bis(platino) y complejos trinucleares de platino, y carboplatino), antraciclinas, antibiéticos,
antifolatos, antimetabolitos, sensibilizadores quimioterapéuticos, duocarmicina, etopésido,
pirimidinas fluoradas, iondforos, lexitropsinas, nitrosourea, platinoles, compuestos
preformadores, antimetabolitos de purina, puromicina, radiosensibilizadores, esteroides,
taxanos, inhibidores de la topoisomerasa, alcaloides de la vinca, etc.

El tratamiento con un conjugado de anticuerpo-farmaco, opcionalmente combinado
con cualquiera de los otros agentes o pautas que se han descrito anteriormente, puede
aumentar la mediana de la supervivencia sin progresion o el tiempo de supervivencia global
de un paciente con un tumor (p. ej., melanoma, cancer de pulmén no microcitico (CPNM),
cancer de pulmon microcitico (CPM), cancer de cabeza y cuello, cancer de mama (p. €j.,
cancer de mama triple negativo (CMTN)), cancer pancreatico, cancer de ovario, cancer
urotelial, carcinoma hepatocelular (CHC), cancer de esoOfago, cancer gastrico, cancer
colorrectal y cancer de cuello uterino), especialmente en el caso de tumores recidivantes o
refractarios, en al menos un 30 % o un 40 %, pero preferentemente en un 50 %, 60 % hasta
un 70 % o incluso un 100 % o mas, en comparacién con el mismo tratamiento (p. e€j.,
guimioterapia) sin el conjugado de anticuerpo-farmaco. Adicionalmente o como alternativa,

un tratamiento que comprende el conjugado de anticuerpo-farmaco (p. €j., quimioterapia
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convencional) puede aumentar la tasa de respuesta completa, la tasa de respuesta parcial o
la tasa de respuesta objetiva (completa + parcial) de un paciente con un tumor en al menos
un 30 % o un 40 %, pero preferentemente en un 50 %, 60 % hasta un 70 % o incluso un 100
%, en comparacion con el mismo tratamiento (p. ej., quimioterapia) sin el conjugado de
anticuerpo-farmaco.

4. Formulacién farmacéutica

Aunqgue el conjugado de anticuerpo-farmaco descrito en el presente documento puede
utilizarse por si solo (p. ej., mediante administracion), generalmente est4 presente
preferentemente en una composicion o formulacion.

En un aspecto, la composicion es una composicion farmacéutica (p. ej., formulacion,
preparado o agente) que comprende el conjugado de anticuerpo-farmaco descrito en el
presente documento y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la composicion es una composicion farmacéutica que comprende al
menos uno de los conjugados de anticuerpo-farmaco descritos en el presente documento y
uno o mas ingredientes farmacéuticamente aceptables diferentes muy conocidos por los
expertos en la técnica, que incluyen, sin caracter limitante, portadores, diluyentes,
excipientes, adyuvantes, rellenos, tampones, conservantes, antioxidantes, lubricantes,
estabilizantes, solubilizantes, tensioactivos (p. e€j., agentes humectantes), agentes
enmascarantes, colorantes, saborizantes y edulcorantes farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, la composicion comprende ademas otros agentes activos, tales como
otros agentes terapéuticos o profilacticos.

Los portadores, diluyentes, excipientes adecuados, etc. se pueden encontrar en
referencias bibliograficas farmacéuticas estandar. Veéase, por ejemplo, Handbook of
Pharmaceutical Additives, 2.% edicion (M. Ash e I. Ash eds.), 2001 (Synapse Information
Resources, Inc., Endicott, Nueva York, EE. UU., Remington's Pharmaceutical Sciences, 20.%
edicion, Lippincott, Williams & Wilkins, 2000; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2.2
edicion, 1994.



55

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a un método para preparar una
composicién farmacéutica, que comprende mezclar al menos un conjugado de anticuerpo-
farmaco o un compuesto similar a un conjugado de anticuerpo-farmaco radiomarcado con
[11C] tal como se define en el presente documento con uno o mas ingredientes
farmacéuticamente aceptables (p. ej., portadores, diluyentes y excipientes) muy conocidos
por los expertos en la técnica. Si se formula como unidades individuales (p. ej.,
comprimidos), cada unidad contiene una cantidad predeterminada (dosis) del compuesto
activo.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion “farmacéuticamente
aceptable" se refiere a compuestos, ingredientes, materiales, composiciones, formas
farmacéuticas, etc., que son, dentro del alcance del buen criterio médico, adecuados para
entrar en contacto con el tejido del sujeto en cuestion (p. €j., un ser humano), sin toxicidad,
irritacion o reacciones alérgicas excesivas, u otros problemas o complicaciones, que son
proporcionales a una relacién racional de beneficio/riesgo. Cada portador, diluyente,
excipiente, etc. también debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacion.

Las formulaciones se pueden preparar mediante cualquier método muy conocido en el
campo farmacéutico. Tales métodos incluyen el paso de asociar el compuesto activo con un
portador que constituye uno o mas ingredientes auxiliares. En general, las formulaciones se
preparan asociando de manera uniforme e intima el compuesto activo con un portador (p. €j.,
un portador liquido o un portador sélido finamente dividido) y después conformando el
producto segun sea necesario.

La formulacion se puede preparar para proporcionar una liberacion rapida o lenta;
liberacion inmediata, retardada, temporizada o sostenida; 0 una combinacion de estas.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral (p. ej., mediante
inyeccion) incluyen liquidos (p. ej., soluciones o0 suspensiones) acuosos O N0 acuosos,

isotonicos y estériles exentos de pirégenos, en donde el principio activo se disuelve,
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suspende o proporciona de otro modo (p. €j., en liposomas u otras microparticulas). Tales
liquidos pueden contener adicionalmente otros ingredientes farmacéuticamente aceptables,
tales como antioxidantes, tampones, conservantes, estabilizantes, agentes bacteriostaticos,
agentes de suspension, espesantes y solutos, que pueden hacer que la formulacion sea
isotonica con la sangre (u otros fluidos corporales relevantes) del receptor previsto. Los
ejemplos de excipientes incluyen, por ejemplo, agua, alcoholes, polioles, glicerol, aceites
vegetales, etc. Los ejemplos de portadores isotdénicos adecuados para tales formulaciones
incluyen una inyeccion de cloruro de sodio, solucidon de Ringer o inyeccién de Ringer con
lactato. Normalmente, la concentracion del principio activo en el liguido es de
aproximadamente 1 ng/ml a aproximadamente 10 ug/ml, por ejemplo, de aproximadamente
10 ng/ml a aproximadamente 1 ug/ml. La formulacion puede estar presente en recipientes
sellados de dosis unitaria 0 multidosis (p. ej., ampollas y viales) y puede almacenarse en
condiciones de secado por congelacién (liofilizacion), lo que requiere solo la adicion de un
portador liquido estéril (p. €j., agua) para inyeccion (inmediatamente) antes de su uso. Se
pueden preparar soluciones y suspensiones temporales para inyeccion a partir de polvos,
granulos y comprimidos estériles.

5. Articulo de elaboracion v kit

En otro aspecto, se proporciona un articulo de elaboraciéon o kit que comprende un
conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco descrito en el presente documento. El articulo
de elaboracion o kit también puede comprender instrucciones para el uso de los conjugados
de anticuerpo anti-PDL1-farmaco descritos en el presente documento en los métodos de la
presente divulgacion. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, el articulo de elaboracion o kit
comprende instrucciones para el uso del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco
descrito en el presente documento en un método para tratar un cancer (p. ej., melanoma,
cancer de pulmoén no microcitico (CPNM), cancer de pulmoén microcitico (CPM), cancer de
cabeza y cuello, cancer de mama (p. €j., cancer de mama triple negativo (CMTN)), cancer

pancreatico, cancer de ovario, cancer urotelial, carcinoma hepatocelular (CHC), cancer de
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es6fago, cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de cuello de utero,
cancer de rifién, cancer de prostata, cancer pancreético y glioma), comprendiendo el método
administrar al sujeto una cantidad eficaz del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco
descrito en el presente documento. En algunas realizaciones, el sujeto es un ser humano.

El articulo de elaboracion o kit puede comprender ademas un recipiente. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales (p. ej., viales de doble
compartimento), inyectores (p. ej., inyectores de un solo compartimento o de doble
compartimento) y tubos de ensayo. En algunas realizaciones, el recipiente es un vial. El
recipiente puede estar hecho de diversos materiales, tales como vidrio o plastico. El
recipiente aloja la formulacion.

El articulo de elaboraciéon o kit también puede comprender una etiqueta o prospecto
sobre o0 asociado con el recipiente que puede indicar instrucciones para la reconstitucion y/o
el uso de la formulacién. La etiqueta o prospecto puede indicar ademas que la formulacién es
atil o estd destinada para la administracion subcutanea, intravenosa (p. e€j., infusion
intravenosa) u otro modo de administracién para tratar un cancer (p. ej., melanoma, cancer
de pulmén no microcitico (CPNM), cancer de pulmén microcitico (CPM), cancer de cabeza y
cuello, cancer de mama (p. €j., cancer de mama triple negativo (CMTN)), cancer pancreatico,
cancer de ovario, cancer urotelial, carcinoma hepatocelular (CHC), cancer de eséfago,
cancer de vejiga, cancer gastrico, cancer colorrectal, cancer de cuello de utero, cancer de
riion, cancer de prostata, cancer pancreatico y glioma) en un sujeto. El recipiente que aloja
la formulacion puede ser un vial desechable o un vial multiuso, que permite la administraciéon
repetida de la formulacion reconstituida. El articulo de elaboracion o kit también puede
comprender un segundo recipiente que contiene un diluyente adecuado. El articulo de
elaboracion o kit también puede comprender otros materiales deseados desde una
perspectiva comercial, terapéutica y del usuario, que incluyen otros tampones, diluyentes,

filtros, agujas, jeringas y prospectos impresos con instrucciones de uso.
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El articulo de elaboracion o kit del presente documento también comprende
opcionalmente un recipiente que contiene un segundo agente, en donde el conjugado de
anticuerpo anti-PDL1-farmaco es un primer agente, y el articulo de elaboracion o kit
comprende ademas instrucciones en una etiqueta o prospecto para tratar a un sujeto con una
cantidad eficaz del segundo agente. En algunas realizaciones, el segundo agente se utiliza
para eliminar o reducir la gravedad de uno o mas eventos adversos.

En algunas realizaciones, el conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco esta
presente en el recipiente como un polvo liofilizado. En algunas realizaciones, el polvo
liofilizado esta en un recipiente herméticamente sellado tal como un vial, ampolla o bolsa, en
donde el recipiente indica la cantidad del agente activo. En el caso de la administracion del
farmaco mediante inyeccidén, se puede proporcionar opcionalmente una ampolla de agua
estéril para inyeccion o solucién salina normal, por ejemplo, como parte del kit de modo que
los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion. Tales kits también pueden
comprender, si se desea, uno o mas de diversos componentes farmacoldgicos
convencionales tales como, por ejemplo, un recipiente que tiene uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, un recipiente adicional, etc. Esto resulta evidente para los
expertos en la técnica. El kit también puede comprender instrucciones impresas como
prospectos o etiquetas que indican la cantidad de los componentes que se ha de administrar,
directrices de administracion y/o instrucciones para mezclar los componentes.

Listado de secuencias

SEQID | Nombre del Secuencia de aminoacidos
NO gen

1. CDR1 de la|SYTMN
cadena
pesada de
MAB20

2. CDR2 de la| SISSGSDYLYYADSVKG

cadena
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pesada de

MAB20

CDR3 de la| NELRWYPQAGAFDR
cadena

pesada de

MAB20

CDR1 de la|SGSSSYIESSYVG
cadena ligera

de MAB20

CDR2 de la| DDDMRPS

cadena ligera

de MAB20

CDR3 de la|EIWRSGLGGV
cadena ligera

de MAB20

Region EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMNWVRQAPG

variable de Ila

KGLEWVSSISSGSDYLYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSL

cadena RAEDTAVYYCARNELRWYPQAGAFDRWGQGTMVTVSS
pesada de

MAB20

Region QSVVTQPPSMSAAPGQRVTISCSGSSSYIESSYVGWYQQLPGT

variable de Ila

APRLLIYDDDMRPSGIPDRFSGSKSGTSATLAITGLQTGDEADY

cadena ligera | YCEIWRSGLGGVFGGGTKLTVLSQP

de MAB20

Cadena EVQLVQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYTMNWVRQAPG
pesada de | KGLEWVSSISSGSDYLYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSL
MAB20 RAEDTAVYYCARNELRWYPQAGAFDRWGQGTMVTVSSASTK

GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALT
SGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSN
TKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
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ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFEFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

10.

Cadena ligera
de MAB20

QSVVTQPPSMSAAPGQRVTISCSGSSSYIESSYVGWYQQLPGT
APRLLIYDDDMRPSGIPDRFSGSKSGTSATLAITGLQTGDEADY
YCEIWRSGLGGVFGGGTKLTVLSQPKAAPSVTLFPPSSEELQA
NKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNK
YAASSYLSLTPEQWKSHKSYSCQVTHEGSTVERTVALTEC

11.

ECD de PDL1

humano

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLAALIVYWEMEDK
NIIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVKL
QDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSE
HELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVT
STLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPELPLAHPPNER

12.

ECD de PDL1

de mono

FTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEKQLDLTSLIVYWEMEDK
NIIQFVHGEEDLKVQHSNYRQRAQLLKDQLSLGNAALRITDVKL
QDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSE
HELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLLNVT
STLRINTTANEIFYCIFRRLDPEENHTAELVIPELPLALPPNERTH

13.

ECD de PDL1
de rata

FTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVEQKLDLLALVVYWEKEDK
EVIQFVEGEEDLKPQHSSFRGRAFLPKDQLLKGNAVLQITDVKL
QDAGVYCCMISYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRISMDPATSEH
ELMCQAEGYPEAEVIWTNSDHQSLSGETTVTTSQTEEKLLNVT
SVLRVNATANDVFHCTFWRVHSGENHTAELIIPELPVPRLPHNR
TH

14.

ECD de PDL1

de ratén

FTITAPKDLYVVEYGSNVTMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDE
QVIQFVAGEEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDVKL
QDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVNAPYRKINQRISVDPATSEHE
LICQAEGYPEAEVIWTNSDHQPVSGKRSVTTSRTEGMLLNVTSS
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LRVNATANDVFYCTFWRSQPGQNHTAELIIPELPATHPPQNRTH

15. Cadena QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKTSGDTFSTAAISWVRQAPG
pesada del | QGLEWMGGIIPIFGKAHYAQKFQGRVTITADESTSTAYMELSSL
resto de | RSEDTAVYFCARKFHFVSGSPFGMDVWGQGTTVTVSSASTKG

anticuerpo de | PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
SGN-PDL1V GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFS
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

16. Cadena ligera | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQA
del resto de | PRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYC
anticuerpo de | QQRSNWPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
SGN-PDL1V CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Ejemplos

La presente divulgacidon se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos, que
no deben interpretarse como una limitacion para la presente divulgacion.

Reactivos y materiales:

Los disolventes organicos tales como el sulfoxido de dimetilo se adquirieron en
Spectrum Chemical Mfg Corp y el reactivo TCEP-HCI en Thermo Fisher, etc.

IgG1 es un control de isotipo que se adquirio en Beijing Sino Biological, Inc

El reactivo de marcaje de IgG Zenon™ pHrodo™ iFL sensible al pH se adquirid en
Thermo Fisher.

La solucién CellTiter-Glo se adquirié en Promega.

Las cepas celulares NCI-H292, BXPC-3 (para modelos in vivo) y MDA-MB-231 se

adquirieron en el Banco de Células de la Academia China de Ciencias, NCI-H441 se adquirié
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en ATCC, BXPC-3 (para la destruccion celular in vitro) se adquiri6 en Wuhan Pricella
Biotechnology Co., Ltd., y diversos trasplantes de PDX fueron establecidos y mantenidos por
Shanghai Lide Biotech Co., Ltd.

Esquema de preparacion:

Las estructuras de los compuestos descritos en los siguientes ejemplos se
determinaron mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (*H
RMN) o cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS).

Se utilizé un instrumento de resonancia magnética nuclear de 400 MHz de Bruker para
medir la espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno (*H RMN); el
disolvente para la medicion fue metanol deuterado (CD30D), cloroformo deuterado (CDCI3)
o sulféxido de dimetilo hexadeuterado (DMSO-d6); y la sustancia de patron interno es
tetrametilsilano (TMS).

Las abreviaturas en los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) utilizadas
en los ejemplos se muestran a continuacion.

s. singlete; d: doblete; t: triplete; c: cuadruplete; dd: doblete de dobletes; cd:
cuadruplete de dobletes; ddd: doblete de doblete de dobletes; ddt: doblete de doblete de
tripletes; dddd: doblete de dobletes de doblete de dobletes; m: multiplete; a: ancho; J:
constante de acoplamiento; Hz: Hertz; DMSO-d6: sulféxido de dimetilo deuterado. Los
valores de A se expresaron en ppm.

La deteccion mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) se
llevé a cabo utilizando un espectrometro de masas modelo Agilent 6120B (ESI) de Agilent.

Ejemplo 1. Preparacion del enlazador-toxina (LP62)

w
'z
z
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LP62
Ejemplo 1.1: Sintesis de (S)-7-etil-7-hidroxi-14-(3-hidroxipropil)-10,13-dihidro-
11H-[1,3]-dioxolo[4,5-g]pirano[3',4',6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-8,11(7H)-diona
(A1.3)
La ruta sintética para el compuesto A1.3 es como se muestra en el esquema 1 a

continuacion:

o, W,
L. l
o -~ 0 ) T - T - a -~ @
¢ L T we CT Hg R W
By 4 o e e . H,50, al 108 o= W —,
< -.” o % —.E’ o e
MO =y M50, o 76 %, FeS0,. M0, WDy HO=t—
Ph ) -

-~

Al LR F &13

Esquema 1: Preparacion del compuesto activo A1.3

Los pasos especificos fueron los siguientes:

L
|
O 0 O~y O, O
Eeht. SR SIS v e
H;)l {:G H,S0, al 75 %, FeS0., H,0 oL __f_:':’
PE R
A1 AlZ

Paso 1: En condiciones de bafio de hielo, a una solucion de (S)-7-etil-7 -hidroxi-10,13-
dihidro-11H-[1,3]-dioxolo[4,5-g]pirano[3',4",6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-8,11(7H)-diona (Al.1,
500 mg) en acido sulfarico al 75 % (5 ml), se le afiadio sulfato ferroso heptahidratado (570
mg de sulfato ferroso heptahidratado disuelto en 1 ml de agua) y 4,4-dimetoxiclorobutano
(3.89 ). El liquido de reaccién se agitd6 durante tres minutos y a continuacion se afiadio
peréxido de hidrégeno (al 29 %, 2.5 ml) gota a gota en condiciones de bafio de hielo.
Después de completarse la adicién gota a gota, el liquido de reaccion se hizo reaccionar con
agitacion a 0 °C durante 5 minutos, a continuacion se calentd hasta temperatura ambiente y
se hizo reaccionar con agitacién durante 3 horas. El liquido de reaccion se diluyé con agua

(50 ml) y se extrajo con acetato de etilo (80 ml x 2). La fase organica se lavdé con una
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solucion acuosa saturada de cloruro de sodio y a continuacion se seco con sulfato de sodio
anhidro. La fase organica se evaporé a presion reducida y a continuacién se concentrd para
obtener un producto crudo, que se purificé utilizando cromatografia liquida preparativa
dotada de una columna C18 (acetonitrilo/solucién acuosa de acido formico al 0.05 %; 5 %-60
%) para obtener finalmente el compuesto diana (Al1.2, como un sélido amarillo, 400 mg,
rendimiento: 67 %).

LC-MS (ESI) [M+H]*: 468.9:

'HRMN (400 Hz, DMSO-d6) 57.65 (s,1H), 7.51 (s,1H),7.24 (s, 1H), 6.50 (s,1H), 6.30 (s,
2H), 5.42 (s, 2H), 5.26 (s, 2H), 3.81(d, J = 5.9 Hz, 2H), 3.22 (s, 2H), 1.98 (d, J = 6.7 Hz, 4H),
0.88(t, J = 7.2 Hz, 3H).

A12 A13

Paso 2: Se disolvié (S)-7-etil-7-hidroxi-14-(3 -cloropropil)-10,13-dihidro-11H-[1,3]-
dioxolo[4,5-g]pirano[3',4',6,7]indolizino[1,2- b]quinolin-8,11(7H)-diona (Al1.2, 100 mg, 0.213
mmol) en una solucion de acido sulfarico al 10 % (5 ml) y el liquido de reaccién se hizo
reaccionar a 110 °C durante 48 horas. Al liquido de reaccion se le afadié una solucion
saturada de bicarbonato de sodio (30 ml) y el liquido de reaccién se extrajo con
diclorometano (10 ml x 5), se sec6 con sulfato de sodio anhidro, se filtr0 por succion y se
concentrd a presion reducida para obtener un producto crudo. El producto crudo se sometio a
una purificacion preparativa mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(acetonitrilo/agua, con un 0.05 % de &cido formico) para obtener (S)-7-etil-7-hidroxi-14-(3-
hidroxipropil)-10,13-dihidro-11  H-[1,3]-dioxolo[4,5-g]pirano[3',4',6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-
8,11(7H)-diona (A1.3, 1.78 mg).
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LC-MS (ESI) [M+H]*: 451.0:

1HRMN (400 Hz, DMSO-d6) 57.63 (s,1H), 7.50 (s,1H),7.24 (s, 1H), 6.48 (s,1H), 6.28 (s,
2H), 5.47-5.37 (m, 2H), 5.32-5.19 (m, 2H), 3.51-3.46 (m, 2H), 3.17-3.13 (m, 2H), 1.92-1.76 (m,
4H), 0.90-0.84 (m, 3H).

Ejemplo 1.2: Sintesis del compuesto A2.3

La ruta sintética para el compuesto A2.3 es como se muestra en el esquema 2 a

continuacion:

HO Q JOL N_o
on f g KTy
0 X 0 \[or %HAOJ\ O <o

A21

Esquema 2: Ruta sintética del compuesto A2.3

Los pasos especificos para la sintesis del compuesto A2.3 fueron los siguientes:

\/o

A13 A22

Paso 1: El compuesto A2.1 (368 mg), el compuesto Al.3 (440 mg) y p-

toluenosulfonato de piridinio (PPTS, 25 mg) se calentaron a reflujo en diclorometano (20 ml)
a 40 °C durante 20 horas y a continuacion se lavaron por separado con una solucién acuosa
de bicarbonato de sodio y una solucién acuosa de &cido clorhidrico, y el disolvente organico

se elimind a presion reducida para obtener un producto crudo. El producto crudo se separ0 y
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se purificO mediante cromatografia en columna (diclorometano:metanol = 10 : 1) para obtener
el compuesto diana A2.2 (240 mg).
LC-MS (ESI) [M+H]": 747:

Q. oiuﬁg““’
o .

A22 A23

Paso 2: Se disolvio A2.2 (240 mg) en DMF (5 ml) y se afiadio piperidina (1 ml). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se eliminaron los componentes
de punto de ebullicion bajo a presién y el residuo se utilizé directamente en el siguiente paso
de la sintesis. Se purificé una pequefia cantidad del producto crudo mediante cromatografia
en fase inversa (acetonitrilo/FA al 0.05 % en agua: 5 %-50 %) para obtener el compuesto
diana A2.3.

LC-MS (ESI) [M+H]": 525:

'H RMN (400 Hz, DMSO-d6) §9.13 (t,1H), 8.04 (a, 2H), 7.58 (s, 1H), 7.51 (s,1H), 7.25
(s, 1H), 6.29 (s, 2H), 5.43 (s, 2H), 5.21 (s, 2H), 4.65 (d, 2H), 3.63 (m, 2H), 3.53 (m, 2H), 3.11
(m, 2H), 1.87 (m, 4H), 0.88 (t, 3H).

Ejemplo 1.3: Sintesis del compuesto A3.5

La ruta sintética para el compuesto A3.5 es como se muestra en el esquema 3 a

continuacion:
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Esquema 3: Ruta sintética del compuesto A3.5

Los pasos de sintesis especificos para el compuesto A3.5 fueron los siguientes:

INEN: INET:
©/\o N T OH HCI/C,H,0, ©/\o N T OH
SN
A3.1 A3.2
Paso 1: Al compuesto A3.1 (10.0 g) se le afiadio una solucion de cloruro de hidrégeno-
dioxano (dioxano, C4HgO;) (100 ml) y la mezcla se hizo reaccionar a temperatura ambiente
durante 2 horas. El liquido de reaccién se concentré a presion reducida para obtener el
compuesto diana A3.2 (8.0 g) como un solido blanco.
LC-MS (ESI) [M+H]*: 380.1
'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.18 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.40-7.30 (m, 5H), 7.26 (d, J
= 8.8 Hz, 1H), 5.08-4.99 (m, 2H), 4.23-4.11 (m, 1H), 3.94-3.88 (m, 1H), 2.78-2.73 (m, 2H),
2.03-1.94 (m, 1H), 1.77-1.51 (m, 4H), 1.44-1.31 (m, 2H), 0.87 (dd, J = 17.3, 6.6 Hz, 6H).

2 k8 IS
N N
°© N T OH 5 NaBH(ACO), o N ; OH
o = o =
\H AcOH, MeOH \H

NH, AN
A3.2 A3.3
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Paso 2: El compuesto A3.2 (5.0 g, 12 mmol) se disolvié en diclorometano (100 ml) y se
afadié n-propanal (4.2 g, 72.3 mmol) al liquido de reaccion. La reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante 10 minutos y a continuacion se afiadi6 triacetoxiborohidruro de
sodio (12.8 g, 60.25 mmol) al liquido de reaccidén. La reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 1 hora. El analisis por LC-MS mostrd que la reaccion se habia completado.
Se afiadid una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio al liquido de reaccién y se
agité durante 1 hora. Después de un secado rotatorio y una filtracion, el filtrado se purifico
mediante una separacion en fase inversa utilizando una columna C18 para obtener el
compuesto diana A3.3 (4.57 g, rendimiento 82.0 %). El compuesto A3.3 fue un sélido blanco.

LC-MS (ESI) [M+H]*: 464.0:

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 7.81 (d, J = 7.3 Hz, IH), 7.38-7.28 (m, 5H), 5.04 (d, J
= 1.7 Hz,2H),4.12- 4.02 (m, IH), 3.94-3.82 (m, 1H), 2.65-2.52 (m, 6H), 2.06-1.94 (m, 1H),
1.76-1.64 (m, 1H), 1.64-1.53 (m, 1H), 1.52-1.40 (m, 6H), 1.34-1.18 (m, 2H), 0.92-0.80 (m,
12H).

o) b O h O
N N
OJ\H \:)LOH H,N \:)LOH
o} \H Pd/C, MeOH o) \H

AN AN
A3.3 A3.4

Paso 3: El compuesto 3.3 (2.0 g, 4.32 mmol) se disolvi6 en metanol (80 ml) a
temperatura ambiente y a continuacion se afadié Pd/C (0.16 g) al liquido de reaccion. La
reaccion se agité a temperatura ambiente en atmdsfera de hidrogeno durante 12 horas.
Después de que el analisis por LC-MS mostrara que la reaccion se habia completado, el
liquido de reaccién se filtré y se concentré a presion reducida para obtener el compuesto

diana A3.4 (1.2 g, rendimiento de un 85.5 %) como un sélido blanco.
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Paso 4: Se disolvié acido 6-(2-(metilsulfonil)pirimidin-5-il)hex-5-inoico (100 mg, 0.373
mmol) en DMF (1 ml) y a continuacion se afadieron HATU (142 mg, 0.373 mmol) y N,N-
diisopropiletilamina (120 mg, 0.93 mmol). El sistema se agit6 durante 30 minutos y a
continuacion se afiadié el compuesto A3.4 (122 mg, 0.371 mmol). El liquido de reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la reaccion se completara, lo
cual se detect6 mediante LC-MS, el liquido de reaccién se purificé directamente mediante
cromatografia de fase inversa en una columna C18 (sistema de acetonitrilo y una solucion
acuosa de acido férmico al 0.05 %) para obtener el compuesto diana N° N°-dipropil-N2-((6-(2-
(metilsulfonil)pirimidin-5-il)hex-5-inoil)-L-valina)-L-lisina (compuesto A3.5, 50 mg, rendimiento
de un 28 %) como un solido de color amarillo palido.

LC-MS (ESI) [M+H]*: 580.0:

1HRMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.24 (s, 2H), 7.98-7.93 (m, 2H), 4.24-4.16 (m, 1H),
4.10 (d, J = 5.2Hz, 1H), 3.41 (s, 3H), 2.79-2.64 (m, 6H), 2.55 (t, J = 7.1Hz, 2H), 2.45-2.26 (m,
2H), 2.06-1.91 (m, 1H),1.89-1.78 (m, 2H), 1.76-1.66 (m, 1H), 1.64-1.57 (m, 1H), 1.57-1.42 (m,
6H). 1.37-1.24 (m, 2H), 0.93-0.78 (m, 12H).

Ejemplo 1.4: Sintesis del enlazador-toxina (LP62)
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Paso 1: El compuesto A3.5 (43 mg, 0.074 mmol) y el compuesto A2.3 (40 mg, 0.074
mmol) se disolvieron en 1 ml de DMF y a continuacion se afiadieron secuencialmente HBTU
(28 mg, 0.075 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (24 mg, 0.187 mmol). El liquido de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de que la reaccion se completara,
lo cual se detecté mediante LC-MS, el liquido de reaccion se purificé directamente mediante
cromatografia preparativa (una solucion acuosa de &acido trifluoroacético al 0.01 %,
acetonitrilo) para obtener el compuesto diana LP62 como una sal de tipo trifluoroacetato (8.5
mg, rendimiento de un 10 %) en forma de un soélido amarillo.

LC-MS (ESI) [M+H]": 1098.6:

'H RMN (400 MHz, DMSO-de): 8 9.10 (s, 2H), 9.03 (s, 1H), 8.64 (t, J = 6.4 Hz, 1H),
8.19 (m, J = 5.9 Hz, 1H), 8.08 (d, J = 7.4 Hz,1H), 7.92 (d, J = 8.5 Hz,1H), 7.59 (s, 1H), 7.51 (s,
1H), 7.24 (s, 1H), 6.49 (s, 1H), 6.29 (s, 2H), 5.42 (s, 2H), 5.24 (s, 2H), 4.66-4.52 (m, 2H),
4.31-4.21 (m, 1H), 4.19-4.10 (m, 1H), 3.74 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 3.49-3.48 (m,2H),3.40 (s, 3H),
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3.15-3.06 (m,2H), 3.02-2.95 (m,6H), 2.59-2.52 (m, 3H), 2.41-2.29 (m, 2H), 2.50-1.90 (m, 2H),
1.91-1.77 (m, 6H), 1.63-1.57 (m, 6H), 1.31-1.29 (m,2H), 0.92-0.80 (m,15H).

Ejemplo 2. Preparacion del anticuerpo

A menos que se indique lo contrario, las secuencias de aminoacidos de la cadena
pesada y la cadena ligera del anticuerpo anti-PDL1 utilizado en la presente descripcion se
describen en el Listado de secuencias.

En general, el anticuerpo se prepar6 de la siguiente manera: Se construy6 una linea
celular CHO estable que expresaba y secretaba un anticuerpo anti-PDL1. La linea celular
CHO estable se cultivo en un medio de cultivo adecuado. Se recolectd un sobrenadante del
cultivo y se sometid secuencialmente a una filtracion en profundidad, cromatografia de
afinidad en una columna de proteina A, desactivacion de virus, filtracion, cromatografia
anionica, cromatografia catiénica, nanofiltracién/ultrafiltracion y otros procesos. Finalmente,
se obtuvo un anticuerpo diana.

Ejemplo 3. Preparacion y deteccion del conjugado de anticuerpo-farmaco

Ejemplo 3.1. Preparacion de MAB20-LP62

en donde n = 8, lo que indica la relacion molar del enlazador-farmaco cargado

respecto al anticuerpo.

Se colocaron 2-5 ml del anticuerpo anti-PDL1 MAB20 (anti-PDL1_mAb, 10-30 mg/ml)
en un reactor de conjugacion de anticuerpos dedicado. Se afiadi6 EDTA con una
concentracion final de 10-20 mM y a continuacion se ajusto el pH hasta 5.5-7.5 con una
solucion de hidrogenofosfato disddico 0.5-1 M. Se afadié lentamente TCEP 10-20 mM
(tris(2-carboxietil)fosfina, 4-10 eq., 0.1-0.8 ml) y la mezcla se mezclo uniformemente y se hizo

reaccionar a temperatura ambiente durante 50-80 minutos. Después de que se completara la
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reaccion de reduccion del anticuerpo anti-PDL1, se afiadié una solucion de enlazador-toxina
LP62 (8-15 eq., 2-10 pmol) que se habia disuelto previamente en sulfoxido de dimetilo
(DMSO) o disolvente DMAC al sistema de solucion anterior, y el sistema se agitd y se mezclo
uniformemente y se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 100-150 minutos.
Después de una purificacion mediante cromatografia cationica, el tampon del sistema se
reemplazd a continuacion con PB 20-50 mM, pH 5.5-7.5, utilizando Amicon Ultra-15 para
obtener MAB20-YL62, un producto conjugado del anticuerpo anti-PDL1 MAB20 vy el
enlazador-toxina LP62. El valor DAR y el contenido en mondémero de este se verificaron
mediante analisis de LC-MS, HIC y HPLC-SEC y cumplieron los estandares.

Ejemplo 3.2. Preparacion del ADC de referencia MAB20-VC-MMAE
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Estructura de MAB20-VC-MMAE (en la que Ab era MAB20 y k era el valor DAR)

Se prepar6 MAB20-VC-MMAE de acuerdo con un método general de la técnica
anterior. Especificamente, se colocaron 2-5 ml del anticuerpo contra PDL1 MAB20 (anti-
PDL1_mAb, 10-30 mg/ml) en un reactor de conjugacion de anticuerpos dedicado. Se afiadio
EDTA con una concentracién final de 10-20 mM y a continuacién se ajusté el pH hasta 5.5-
7.5 con una solucién de hidrogenofosfato disodico 0.5-1 M. Se afadi¢ lentamente TCEP 10-
20 mM (tris(2-carboxietil)fosfina, 2-4 eq., 0.1-0.8 ml) y la mezcla se mezclé uniformemente y
se hizo reaccionar a temperatura ambiente durante 50-80 minutos. Después de que se
completara la reaccion de reduccion de MAB20, se afiadié una solucion de enlazador-toxina
MC-VC-PAB-MMAE (cuya estructura era como se muestra mas adelante) (4-15 eq., 1-10
pgmol) que se habia disuelto previamente en sulfoxido de dimetilo (DMSO) o disolvente
DMAC al sistema de solucién anterior, y el sistema se agitd y se mezclé uniformemente y se

dej6 a temperatura ambiente durante 100-150 minutos. Después de una purificacion
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mediante cromatografia cationica, el tampon del sistema se reemplaz6 con PB 20-50 mM, pH
5.5-7.5, utilizando Amicon Ultra-15 para obtener MAB20-VC-MMAE, un producto conjugado
del anticuerpo anti-PDL1 MAB20 y MC-VC-PAB-MMAE. El valor DAR y el contenido en
monomero de este se verificaron mediante analisis de LC-MS, HIC y HPLC-SEC vy

cumplieron los estandares.

o 0 H OH
y O o 0 O)J\N HJWN\‘/RQ
SN E g
H

H N ~
\:)LN 0 0 ©
0 o) '\Z H
NH
O§<NH2
MC-VC-PABC-MMAE
Nombre de la muestra Agregado (%) Pico principal (%) Fragmento (%)
MAB20-VC-MMAE 0.8 98.6 0.6
Nombre de la muestra Cadena DAR para LC/HC DAR para IgG
LC (cadena ligera) 0.6
MAB20-VC-MMAE 4.00
HC (cadena pesada) 1.40

Valor DAR para la muestra de conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

Ejemplo 3.3. Preparacion del ADC de referencia SGN-PDL1V
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Estructura de SGN-PDL1V (en la que Ab era el resto de anticuerpo de SGN-PDL1V y
k era el valor DAR)

SGN-PDL1V se puede preparar haciendo referencia al método descrito en el

documento WO 2021067776 Al. Como alternativa, se puede preparar de la siguiente
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manera: se colocaron 2-5 ml del resto de anticuerpo de SGN-PDL1V (10-30 mg/ml) en un
reactor de conjugacion de anticuerpos dedicado. Se afadi6 EDTA con una concentracion
final de 10-20 mM y a continuacion se ajustd el pH hasta 5.5-7.5 con una solucion de
hidrogenofosfato disédico 0.5-1 M. Se afadi6 lentamente TCEP 10-20 mM (tris(2-
carboxietil)fosfina, 2-4 eq., 0.1-0.8 ml) y la mezcla se mezclé uniformemente y se hizo
reaccionar a temperatura ambiente durante 50-80 minutos. Después de que se completara la
reaccion de reduccién del anticuerpo, se afiadié una solucion de enlazador-toxina MC-VC-
PAB-MMAE (cuya estructura era como se muestra mas adelante) (4-15 eq., 1-10 uymol) que
se habia disuelto previamente en sulféxido de dimetilo (DMSO) o disolvente DMAC al
sistema de solucién anterior, y el sistema se agité y se mezclé uniformemente y se dej6 a
temperatura ambiente durante 100-150 minutos. Después de una purificacion mediante
cromatografia catidnica, el tampoén del sistema se reemplazé con PB 20-50 mM, pH 5.5-7.5,
utilizando Amicon Ultra-15 para obtener SGN-PDL1V, un producto conjugado del resto de
anticuerpo de SGN-PDL1V y MC-VC-PAB-MMAE. EIl valor DAR (DAR4) y el contenido en
monomero de este se verificaron mediante analisis de LC-MS, HIC y HPLC-SEC vy

cumplieron los estandares.
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Ejemplo 3.4. Preparacion del ADC de referencia MAB20-GGFG-DXD
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— Ik

Estructura de MAB20-GGFG-DXD (en la que Ab era MAB20 y k era el valor DAR)

Se prepar6 MAB20-GGFG-DXD de acuerdo con un método general de la técnica
anterior. Especificamente, se tomaron 2-5 ml del anticuerpo anti-PDL1 MAB20 (anti-
PDL1_mAb, 10-25 mg/ml) y se colocaron en un tubo de reaccion. Se afiadié6 EDTA con una
concentracion final de 10-20 mM y a continuacion se ajusté el pH hasta 6.0-7.5 con una
solucién de hidrogenofosfato disoédico 0.5-1 M. Se afiadié lentamente TCEP 10-20 mM
(tris(2-carboxietil)fosfina, 4-10 eq., 0.1-0.4 ml) y la mezcla se mezclé uniformemente y se hizo
reaccionar a temperatura ambiente durante 50-80 minutos. Después de que se completara la
reaccion de reduccion de MAB20, se afiadid una solucion de enlazador-toxina MC-GGFG-
DXD (cuya estructura era como se muestra mas adelante) (8-12 eq., 2-10 umol) que se habia
disuelto previamente en sulfoxido de dimetilo (DMSO) o disolvente DMAC al sistema de
solucién anterior, y el sistema se agité y se mezclé uniformemente y se dejé a temperatura
ambiente durante 100-150 minutos. El tampoén del sistema se reemplazé con PB 10-50 mM o
clorhidrato de histidina-histidina, pH 5.5-7.5, utilizando Amicon Ultra-15 para obtener MAB20-
GGFG-DXD, un producto conjugado de MAB20 y el enlazador-toxina MC-GGFG-DXD. El
valor DAR y el contenido en mondémero de este se verificaron mediante analisis de LC-MS,

HIC y HPLC-SEC y cumplieron los estandares.
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MC-GGFG-DXD

Ejemplo 3.5: Andlisis del conjugado de anticuerpo-farmaco mediante LC-MS

para determinar la relacion de farmaco cargado : anticuerpo (DAR)

Se redujo una muestra de conjugado de anticuerpo-farmaco con DTT a 37 °C durante
10 minutos y a continuacién se analizd el valor DAR del conjugado utilizando LC-MS.
Especificamente, la muestra reducida se inyectd en un sistema de LC-MS (sistema de LC
Agilent 1290 Infinity Il y Agilent 6545XT AdvanceBio Q-TOF) dotado de una columna de fase
inversa Acquity UPLC BEH C4 (Waters Corporation, 2.1 mm x 50 mm, 1.7 uym, 300 A). La
relacion de farmaco : anticuerpo (DAR) se calcul6 utilizando los resultados de LC-MS
deconvolucionados proporcionados.

Ejemplo 4. Ensayo para determinar la afinidad del conjugado de anticuerpo anti-

PDL1-farmaco por células positivas para PDL1

Se recolectaron, respectivamente, células tumorales NCI-H292 y NCI-H441 cultivadas
y sometidas a pases de forma habitual, se lavaron con PBS, se resuspendieron y se
inocularon en una placa de 96 pocillos con una densidad de 1 x 10° células/pocillo/50 pl. A
continuacion, la muestra de prueba se diluydé con un gradiente utilizando, por ejemplo, un
tampdén FACS (PBS + 2 % de FBS), y después de la dilucion, la muestra de prueba que se
debia analizar y la muestra de control se afiadieron secuencialmente a la placa de 96 pocillos
inoculada con las células, en donde la muestra de control IgG1 era un control de isotipo k de
IgG1 humana, (adquirido en Beijing Sino Biological, Inc.). La placa de la muestra se incubo a

4 °C durante 0.5 h y se centrifugd, a continuacién se eliminé el sobrenadante y se lavd con
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300 ul/pocillo de tampén FACS. Posteriormente, se afadié una solucién de deteccién de
anticuerpo anti-lgG humana de cabra marcado fluorescentemente a la placa de la muestra
(100 ul/pocillo) de una manera secuencial para la incubacion con las células. La placa de la
muestra se incubd a 4 °C durante 0.5 h y se lavo con 300 pl/pocillo de tampdn FACS v,
finalmente, las células se resuspendieron. El valor numérico de fluorescencia para cada
muestra se detecté mediante un citometro de flujo. Los datos se analizaron en GraphPad
prism 8.1 y se ajustaron a una ecuacién de cuatro parametros.

Tal como se muestra en la FIG. 1A, MAB20-LP62 (DAR8) mostré una afinidad mejor
por células NCI-H292 positivas para PDL1, y la afinidad de este fue comparable a la afinidad
del anticuerpo no conjugado MAB20. De manera similar, tal como se muestra en la FIG. 1B,
MAB20-LP62 (DAR8) mostré una afinidad mejor por células NCI-H441 positivas para PDL1.

Ejemplo 5. Ensayo para determinar la internalizacion del conjugado de

anticuerpo anti-PDL1-farmaco en células positivas para PDL1

Se tomd un volumen de células NCI-H292 cultivadas y sometidas a pases de forma
habitual y se centrifugd, a continuacion se eliminé el sobrenadante y se realizé una
resuspension en un medio de cultivo celular (medio de cultivo RPMI-1640 + 10 % de FBS).
Se inocularon 50 pl de la suspensién celular en una placa de 96 pocillos para su uso (1 x 10°
células/pocillo). Se formuld un reactivo de marcaje de IgG Zenon™ pHrodo™ iFL sensible al
pH (adquirido en ThermoFisher) con el medio de cultivo celular para formar 4x solucién de
trabajo 1 (480 nM). Este conjugado de tinte sensible al pH no emitio fluorescencia
extracelularmente, sino que emitiod fluorescencia brillante en un entorno acido, incluidos los
lisosomas. El material de prueba se formulé con el medio de cultivo celular para formar 4x
solucién de trabajo 2 (160 nM). Se tomaron por separado 25 ul de la solucion de trabajo 1y
25 ul de la solucién de trabajo 2 y se afadieron a una placa de 96 pocillos, a continuacion se
mezclaron e incubaron. El liquido mezclado se pipete6 en 50 ul de la suspension celular, se
mezclé uniformemente y se coloco en una incubadora para su cultivo. Los materiales de

prueba se tomaron en puntos temporales de 0, 2, 16, 24 h y se centrifugaron, y se eliminaron
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los sobrenadantes. A continuacion, el material resultante se lavé con 300 pl/pocillo de
tampon FACS y se resuspendio, y se midio el valor de fluorescencia de cada muestra
utilizando un citometro de flujo.

Tal como se muestra en la FIG. 2, en comparacion con los datos del control de isotipo
de 1gG1, la proporcion de internalizacion de MAB20-LP62 (DAR8) y MAB20 aument6 a
medida que el tiempo de incubacion aumento y alcanzé el maximo a las 4 h, lo que indica
gue el conjugado de anticuerpo anti-MAB20-farmaco MAB20-LP62 (DAR8) puede unirse
eficazmente al antigeno PDL1 en la superficie celular e internalizarse en la ruta lisosomal
intracelular.

Ejemplo 6. Ensayo para determinar la actividad de destruccion celular del

conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

Se recolectan las células en fase de crecimiento exponencial y se cuentan las células
viables utilizando un citdmetro Vi-Cell XR. La suspension celular se ajusté para obtener una
concentracion apropiada con un medio de cultivo. Se afiadieron 80 pl/pocillo de la
suspension celular a una placa de cultivo celular. La muestra de prueba se diluyé con un
gradiente (diluciones de factor 5). Se tomaron 20 pl de cada uno de los articulos de prueba
diluidos y se afiadieron a la suspension celular en la placa de cultivo celular, y la placa de
cultivo celular se colocé en una incubadora y se cultivd durante 72 horas. Después de 72
horas, se afiadieron 50 pl/pocillo de una solucién de CellTiter-Glo (adquirida en Promega)
gue se habia descongelado por adelantado y equilibrado a temperatura ambiente segun las
instrucciones de operacion de CellTiter-Glo. Los pocillos se mezclaron uniformemente con un
agitador de placas de micropocillos durante 2 minutos y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La sefial de fluorescencia se midio utilizando un lector de
placas Envision 2104. Los datos sin procesar se analizaron utilizando Graphpad prism 8.1 y

se ajustaron a una ecuacion de cuatro parametros.
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Tal como se muestra en la FIG. 3, MAB20-LP62 (DAR8) mostré unos efectos de
destruccion celular mas potentes en células tumorales NCI-H292, BXPC-3 y NCI-H441
positivas para PDL1 insensibles a MABZ20.

Ejemplo 7. Actividad de unidn cruzada del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-

farmaco a PDL1 de diferentes especies

Se diluyeron por separado dominios extracelulares (ECD) de PDL1 derivados de ser
humano, macaco cangrejero, rata y raton con 1x PBS hasta una concentracion de trabajo de
2 pg/ml, como soluciones de recubrimiento de ELISA. La placa de prueba se lavd 3 veces
con PBST (PBS con un 0.05 % de Tween 20). La placa se incubé con una solucién de
blogueo que era un tampon de bloqueo SuperBlock T20 (PBS) (60 pl/pocillo) a temperatura
ambiente, a continuacion la muestra de prueba se diluyé con un gradiente y a continuacion
las muestras diluidas se cargaron por separado en una placa de prueba y se incubaron a
temperatura ambiente. La placa de prueba se lavd y se afiadi6 un anticuerpo anti-lgG
humana de cabra marcado con enzima HRP como anticuerpo secundario, y a continuacion
se incubd. La placa de prueba se lavd y se afiadié una solucion de parada (30 pl/pocillo), a
continuacion se centrifugd. Se leyo6 la absorbancia de la luz a una longitud de onda de 450
nm. Los datos sin procesar se analizaron utilizando Graphpad prism 8.1 y se ajustaron a una
ecuacion de cuatro parametros.

Tal como se muestra en la FIG. 4, la afinidad de union de MAB20-LP62 por ECD de
PDL1 de macaco cangrejero y raton fue parecida a la de ECD de PDL1 humano, con valores
de CE50 de 0.039 nM, 0.094 nM y 0.054 nM, respectivamente. MAB20-LP62 (DAR8) mostré
una union especifica débil a ECD de PDL1 de rata.

Ejemplo 8. Ensayo para determinar el efecto de vecindad del conjugado de

anticuerpo anti-PDL1-farmaco

Se recolectaron células MDA-MB-468 de un tumor negativo para PDL1 en la fase de
crecimiento exponencial y se contaron las células viables utilizando un citdmetro Vi-Cell XR.

La suspensién celular se ajusté para obtener una concentracion apropiada con un medio de
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cultivo. Se afadieron 80 pl/pocillo de la suspension celular a una placa de cultivo celular. El
farmaco de prueba se diluyé con un gradiente (diluciones de factor 5). Se tomaron 20 ul de
cada uno de los articulos de prueba diluidos y se afadieron a la suspension celular en la
placa de cultivo celular, y la placa de cultivo celular se colocé en una incubadora y se cultivo
durante 96 horas. Se afiadieron 50 pl/pocillo de una solucion de CellTiter-Glo (adquirida en
Promega) que se habia descongelado por adelantado y equilibrado a temperatura ambiente
segun las instrucciones de operacion de CellTiter-Glo. Los pocillos se mezclaron
uniformemente con un agitador de placas de micropocillos durante 2 minutos y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 minutos. La sefal de fluorescencia se midio
utilizando un lector de placas Envision 2104.

Se recolectaron células HEK293 que sobreexpresaban PDL1 en la fase de crecimiento
exponencial y se contaron las células viables utilizando un citbmetro Vi-Cell XR. La
suspension celular se ajusté para obtener una concentracion apropiada con un medio de
cultivo. Se afadieron 80 pl/pocillo de la suspension celular a una placa de cultivo celular. El
farmaco de prueba se diluyé con un gradiente (diluciones de factor 5). Se tomaron 20 pul de
cada uno de los articulos de prueba diluidos y se afiadieron a la suspensiéon celular en la
placa de cultivo celular, y la placa de cultivo celular se coloc6 en una incubadora y se cultivo
durante 96 horas. Después de 96 horas, se recolectd el sobrenadante de un medio
acondicionado a partir de las células HEK293 que sobreexpresaban PDL1 y se transfirié en
un volumen equivalente para cultivar células MDA-MB-468. Después de un cultivo
continuado durante 96 horas, se afiadieron 50 pl/pocillo de una solucién de CellTiter-Glo
(adquirida en Promega) que se habia descongelado por adelantado y equilibrado a
temperatura ambiente segun las instrucciones de operacion de CellTiter-Glo. Los pocillos se
mezclaron uniformemente con un agitador de placas de micropocillos durante 2 minutos y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 minutos. La sefial de fluorescencia se midio

utilizando un lector de placas Envision 2104.
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Tal como se muestra en las FIGs. 5A y 5B, MAB20-LP62 (DARS8) presentd un efecto
de vecinidad significativo.

Ejemplo 9. Ensayo para determinar la inmunotoxicidad del conjugado de

anticuerpo anti-PDL1-farmaco

Dado que algunas células inmunitarias humanas tales como las células presentadoras
de antigenos (macrofagos, células dendriticas, etc.) expresan PDL1, la inmunotoxicidad de
los farmacos conjugados con anticuerpos dirigidos a PDL1 es un problema inevitable. Se
digirieron células dendriticas y macréfagos humanos, después de una diferenciacion
inducida, y se contaron las células viables utilizando un citometro Vi-Cell XR. La suspension
celular se ajustd para obtener una concentracion apropiada con un medio de cultivo. Se
afiadieron 80 pl/pocillo de la suspension celular a una placa de cultivo celular, que se
complementé con 500 Ul/ml de IFN-y. El farmaco de prueba se diluyd con un gradiente
(diluciones de factor 5). Se tomaron 20 ul de cada uno de los articulos de prueba diluidos y
se afiadieron a la suspension celular en la placa de cultivo celular, y la placa de cultivo
celular se coloco en una incubadora y se cultivé durante 96 horas. Se afiadieron 50 pl/pocillo
de una solucion de CellTiter-Glo (adquirida en Promega) que se habia descongelado por
adelantado y equilibrado a temperatura ambiente segun las instrucciones de operacion de
CellTiter-Glo. Los pocillos se mezclaron uniformemente con un agitador de placas de
micropocillos durante 2 minutos y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10
minutos. La sefal de fluorescencia se midi6 utilizando un lector de placas Envision 2104. Se
utilizé6 SGN-PDL1V como una de las moléculas de control, la cual se divulga en la Patente de
EE. UU. N.° US 20210101982 Al.

Tal como se muestra en las FIGs. 6 y 7, la molécula de control SGN-PDL1V mostré
una inmunotoxicidad similar en macréfagos y células dendriticas in vitro en comparacion con
el ADC de control de isotipo (IgG1-MMAE); sin embargo, cuando la concentracién estuvo por
encima de 20 nM, SGN-PDL1V dio como resultado una destruccién no especifica de ambas

células inmunitarias. Por el contrario, MAB20-LP62 (DAR8) no mostro citotoxicidad
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significativa para macrofagos ni células dendriticas incluso con concentraciones elevadas
(500 nM). Como resultado, MAB20-LP62 presenté una inmunotoxicidad insignificante y una
mayor seguridad en comparacion con SGN-PDL1V.

Ejemplo 10. Actividad antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-

farmaco en un modelo de ratén NCG inoculado por via subcutanea con células

de cancer de mama humano MDA-MB-231

Se cultivaron células MDA-MB-231 en un medio de cultivo de crecimiento (RPMI 1640
+ 10 % de FBS + IL15). Se recolectaron las células en la fase de crecimiento logaritmico, se
lavaron dos veces con DPBS y se utilizaron para la inoculacion. Las células se
resuspendieron con PBS y la matriz Matrixgel en una relacién de 1:1, las células MDA-MB-
231 (5 x 10%100 pl/ratén) se inocularon por via subcutanea en la parte posterior derecha de
los ratones a la edad de 6-7 semanas. Una vez que el tumor habia crecido hasta un volumen
promedio de 204.54 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente en funcién del tamafio del
tumor y se le suministré la dosis, garantizando unos volimenes tumorales similares entre los
grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el dia 0. Después de iniciar la
administracion, se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones dos veces
a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres dosis. Se
registraron los sintomas clinicos observados durante el experimento. El volumen tumoral se
calculé de acuerdo con la siguiente férmula: volumen tumoral (mm?) = 1/2 x (a x b? (en
donde a representaba el diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 8, el dia 35 después de la dosis, en comparacion con
el grupo de control (MAB20, 8 mg/kg, tasa de inhibicidon del crecimiento tumoral (TGI) de un
21.26% %), tanto MAB20-LP62 (DAR4) (3 mg/kg y 8 mg/kg) como MAB20-LP62 (DARS) (3
mg/kg y 8 mg/kg) presentaron ambos una inhibicion del crecimiento tumoral significativa, con
un valor de TGI de un 46.89 % (p < 0.001), 74.50 % (p < 0.001), 80.33 % (p < 0.001) y 92.91
% (p < 0.001), respectivamente. MAB20-LP62 (DARS8) exhibiéo unos efectos antitumorales

significativos con dosis bajas. En comparacién con los conjugados de anticuerpo-farmaco
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MAB20-VC-MMAE (DAR4) (3 mg/kg, TGI de un 38.79 %) y MAB20-GGFG-DXD (DARS) (3
mg/kg, TGI de un 44.60 %; 8 mg/kg, TGl de un 72.98 %) construidos basandose en una
técnica de conjugacion de la técnica anterior, MAB20-LP62 (DAR8) mostré una actividad
antitumoral significativamente excelente. Ninguno de los animales experimenté una pérdida
de peso corporal significativa a lo largo del periodo de tratamiento.

Ejemplo 11. Actividad antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-

farmaco en un modelo de ratén NCG inoculado por via subcutanea con células

BxPC3 de cancer pancreatico humano con una expresion baja de PDL1

Se cultivaron células BXPC3 en un medio de cultivo de crecimiento (RPMI 1640 + 10
% de FBS). Se recolectaron las células en la fase de crecimiento logaritmico, se lavaron dos
veces con DPBS y se utilizaron para la inoculacion. Las células se resuspendieron con PBS y
la matriz Matrixgel en una relacién de 1:1. Las células BXPC3 (5 x 10°%/100 pl/ratén) se
inocularon por via subcutanea en la parte posterior derecha de los ratones a la edad de 7-8
semanas. Una vez que el tumor habia crecido hasta un volumen promedio de 210.90 mm?,
los ratones se agruparon aleatoriamente en funcién del tamafio del tumor y se le suministro
la dosis, garantizando unos volumenes tumorales similares entre los grupos. El dia del
agrupamiento se definié6 como el dia 0. Después de iniciar la administracion, se midieron el
peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones dos veces a la semana, y los ratones
recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres dosis. Se registraron los sintomas
clinicos observados durante el experimento. El volumen tumoral se calculé de acuerdo con la
siguiente férmula: volumen tumoral (mm®) = 1/2 x (a x b?) (en donde a representaba el
diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 9, el dia 35 después de la dosis, en comparacion con
el grupo de control (MAB20) (TGI de un -28.31 %), MAB20-LP62 (DAR4) (8 mg/kg) y MAB20-
LP62 (DARS) (8 mg/kg) mostraron ambos ciertos efectos inhibidores de tumores, con valores
de TGI de un 14 % y un 40.9 %, respectivamente. En comparacion con los otros farmacos de

prueba MAB20-VC-MMAE (DAR4) (3 mg/kg, TGI de un -6.79 %) y MAB20-GGFG-DXD
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(DARS8) (3 mg/kg, TGI de un -18.00 %; 8 mg/kg, TGI de un -0.12 %), solo MAB20-LP62
consigui6 un efecto inhibidor del crecimiento tumoral en modelos con una expresion baja de
PDL1. Ninguno de los animales experimento una pérdida de peso corporal significativa a lo
largo del periodo de tratamiento.

Ejemplo 12. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones atimicos BALB/c con xenoinjerto PDX de céancer de pulmén no

microcitico humano LU6437

Se recolect6 un tejido tumoral regenerado a partir de ratones portadores de un tumor
LU6437 de un modelo de xenoinjerto de cancer de pulmén HuPrime® y se corté en blogues
tumorales con un diametro de 2-3 mm, que se inocularon por via subcutanea en la escapula
anterior derecha de ratones atimicos BALB/c. Una vez que el tumor habia crecido hasta un
volumen de aproximadamente 200 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente en funcién
del tamafio del tumor, garantizando que cada grupo tenia un volumen tumoral similar. El
volumen promedio fue de 253.70 mm?® en los grupos reales. El dia del agrupamiento se
definié como el dia 0. Después de iniciar la administracion, los ratones recibieron la dosis una
vez a la semana, durante tres dosis, y se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de
los ratones dos veces a la semana. Se registraron los sintomas clinicos observados durante
el experimento. El volumen tumoral se calculé de acuerdo con la siguiente férmula: volumen
tumoral (mm?®) = 1/2 x (a x b?) (en donde a representaba el diametro largo y b representaba
el diametro corto).

Cabe destacar que el experimento previo preliminar habia mostrado una toxicidad
gravemente letal de SGN-PDL1V con una dosis de 8 mg/kg para los ratones. Por
consideraciones éticas, el grupo experimental no se establecié en el disefio experimental.

Tal como se muestra en la FIG. 10, en el modelo LU6437 de PDX de cancer de
pulmén no microcitico humano resistente a anticuerpos monoclonales anti-PD1, MAB20-
LP62 con una dosis de 1 mg/kg (dia 21, TGI de un -0.16 %), 3 mg/kg (dia 21, TGI de un
43.23 %) y 8 mg/kg (dia 21, TGl de un 106.85 %) exhibié en todos los casos unos efectos
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inhibidores del tumor mejores que la molécula de control SGN-PDL1V (1 mg/kg, dia 21, TGI
de un -15.17 %; 3 mg/kg, dia 21, TGl de un 24.11 %). MAB20-LP62 con una dosis de 8
mg/kg presenté el efecto inhibidor del tumor méas potente. Ninguno de los animales
experimento una pérdida de peso corporal significativa a lo largo del periodo de tratamiento.

Ejemplo 13. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de cancer de higado positivo para PDL1

humano LD1-0011-200617

Se regener6 un modelo de cancer de higado LD1-0011-200617 derivado de ser
humano en ratones NCG. Una vez que el tumor habia crecido hasta 500-800 mm?, se extirp6
el tejido tumoral quirdrgicamente de forma aséptica y se retiraron los tejidos no tumorales y
tejidos necréticos. El tejido tumoral se extrajo y se cortd uniformemente en bloques de tejido
(aproximadamente 30-60 mg) de aproximadamente 3 mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a
continuacion se inocularon por via subcutanea en el costado derecho de ratones NU/NU.
Una vez que el volumen tumoral promedio de los ratones para la agrupacion alcanzé 155.24
mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente de acuerdo con el tamafio del volumen
tumoral, asegurando unos volumenes tumorales similares entre los grupos. El dia del
agrupamiento se definié6 como el dia 0. Después de iniciar la administracion, se midieron el
peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones dos veces a la semana, y los ratones
recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres dosis. Se registraron los sintomas
clinicos observados durante el experimento. El volumen tumoral se calculé de acuerdo con la
siguiente férmula: volumen tumoral (mm®) = 1/2 x (a x b?) (en donde a representaba el
diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 11, en el modelo de PDX de cancer de higado positivo
para PDL1 LD1-0011-200617, el valor de TGI para MAB20 con una dosis de 10 mg/kg fue de
un 30.3 % el dia 21 después del tratamiento. Por el contrario, MAB20-LP62 (DARS) present6
unos efectos inhibidores del tumor dependientes de la dosis para ambas dosis de 3 mg/kg

(dia 21, TGI de un 75.24 %) y 10 mg/kg (dia 21, TGI de un 89.51 %). La dosis mas elevada
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de MAB20-LP62 (DARS8) presento el efecto inhibidor del tumor mas potente. Ninguno de los
animales experimenté una pérdida de peso corporal significativa a lo largo del periodo de
tratamiento.

Ejemplo 14. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones NCG con xenoinjerto PDX de carcinoma escamoso de cabeza y

cuello positivo para PDL1 humano LD1-2023-411020

Se regenerd un modelo de carcinoma escamoso de cabeza y cuello positivo para
PDL1 derivado de ser humano LD1-2023-411020 en ratones NCG. Una vez que el tumor
habfa crecido hasta 500-800 mm?, se extirp6 el tejido tumoral quirGrgicamente de forma
aséptica y se retiraron los tejidos no tumorales y tejidos necréticos. El tejido tumoral se
extrajo y se cortd uniformemente en bloques de tejido (aproximadamente 20-30 mg) de
aproximadamente 3 mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a continuacién se inocularon por via
subcutanea en el costado derecho de ratones NCG. Una vez que el volumen tumoral
promedio de los ratones para la agrupacién alcanzé 138.88 mm?, los ratones se agruparon
aleatoriamente de acuerdo con el tamafio del volumen tumoral, asegurando unos voliumenes
tumorales similares entre los grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el dia 0.
Después de iniciar la administracion, se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de
los ratones dos veces a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la semana,
durante tres dosis. Se registraron los sintomas clinicos observados durante el experimento.
El volumen tumoral se calculé de acuerdo con la siguiente formula: volumen tumoral (mm?) =
1/2 x (a x b?) (en donde a representaba el didmetro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 12, en el modelo de PDX de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello positivo para PDL1 humano resistente a anticuerpos monoclonales anti-PD1
LD1-2023-411020, MAB20 con una dosis de 10 mg/kg no exhibié ningun efecto inhibidor del
tumor (dia 28, TGI de un -34.46 %) y el farmaco cargado libre A1.3 tampoco exhibié ningin
efecto inhibidor del tumor (dia 28, TGI de un -8.74 %); sin embargo, MAB20-LP62 (DARS)

con la misma dosis (dia 28, TGl de un 102.31 %) exhibié un efecto inhibidor del tumor
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potente. Ninguno de los animales experimentd una pérdida de peso corporal significativa a lo
largo del periodo de tratamiento.

Ejemplo 15. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones atimicos Balb/c con xenoinjerto PDX de cancer de cuello uterino

positivo para PDL1 humano LD1-0010-200614

Se regeneré un modelo de cancer de cuello uterino positivo para PDL1 derivado de
ser humano LD1-0010-200614 en ratones atimicos Balb/c. Una vez que el tumor habia
crecido hasta 500-800 mm?, se extirpé el tejido tumoral quirdrgicamente de forma aséptica y
se retiraron los tejidos no tumorales y tejidos necréticos. El tejido tumoral se extrajo y se
corto uniformemente en bloques de tejido (aproximadamente 25-35 mg) de aproximadamente
3 mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a continuacién se inocularon por via subcutanea en el
costado derecho de ratones atimicos Balb/c. Una vez que el volumen tumoral promedio de
los ratones para la agrupacion alcanzé 146.74 mm?®, los ratones se agruparon aleatoriamente
de acuerdo con el tamafio del volumen tumoral, asegurando unos volimenes tumorales
similares entre los grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el dia 0. Después de
iniciar la administracién, se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones
dos veces a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres
dosis. Se registraron los sintomas clinicos observados durante el experimento. El volumen
tumoral se calculé de acuerdo con la siguiente férmula: volumen tumoral (mm?) = 1/2 x (a x
b?) (en donde a representaba el diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 13, en el modelo de PDX de cancer de cuello uterino
positivo para PDL1 humano LD1-0010-200614, MAB20 con una dosis de 10 mg/kg (dia 35,
TGI de un 67.38 %) exhibié un efecto inhibidor del tumor medio y el farmaco cargado libre
A1.3 exhibié un efecto inhibidor del tumor medio (dia 35, TGI de un 56.5 %); sin embargo,
MAB20-LP62 (DARS8) con la misma dosis (dia 35, TGI de un 109.33 %) exhibié un efecto
inhibidor del tumor potente. Ninguno de los animales experimenté una pérdida de peso

corporal significativa a lo largo del periodo de tratamiento.
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Ejemplo 16. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco
en ratones atimicos Balb/c con xenoinjerto PDX de carcinoma escamoso de
esofago positivo para PDL1 humano LD1-0015-362448

Se regener6 un modelo de carcinoma escamoso de esoOfago positivo para PDL1
derivado de ser humano LD1-0015-362448 en ratones atimicos Balb/c. Una vez que el tumor
habfa crecido hasta 500-800 mm?®, se extirp6 el tejido tumoral quirdrgicamente de forma
aséptica y se retiraron los tejidos no tumorales y tejidos necroéticos. El tejido tumoral se
extrajo y se cortdé uniformemente en bloques de tejido (aproximadamente 25-35 mg) de
aproximadamente 3 mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a continuacion se inocularon por via
subcutanea en el costado derecho de ratones atimicos Balb/c. Una vez que el volumen
tumoral promedio de los ratones para la agrupacién alcanzé 140.46 mm?, los ratones se
agruparon aleatoriamente de acuerdo con el tamafio del volumen tumoral, asegurando unos
volimenes tumorales similares entre los grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el
dia 0. Después de iniciar la administracion, se midieron el peso corporal y el tamafio del
tumor de los ratones dos veces a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la
semana, durante tres dosis. Se registraron los sintomas clinicos observados durante el
experimento. El volumen tumoral se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula: volumen
tumoral (mm?) = 1/2 x (a x b?) (en donde a representaba el diametro largo y b representaba
el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 14, en el modelo de PDX de carcinoma escamoso de
eso6fago positivo para PDL1 humano LD1-0015-362448, MAB20-LP62 (DARS8) con una dosis
de 10 mg/kg (dia 45, TGI de un 92.02 %) exhibié un efecto inhibidor del tumor potente.
Ninguno de los animales experiment6 una pérdida de peso corporal significativa a lo largo del
periodo de tratamiento.

Ejemplo 17. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de cancer gastrico positivo para PDL1

humano LD1-0017-200636
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Se regeneré un modelo de cancer gastrico positivo para PDL1 derivado de ser
humano LD1-0017-200636 en ratones NU/NU. Una vez que el tumor habia crecido hasta
500-800 mm?, se extirpé el tejido tumoral quirdrgicamente de forma aséptica y se retiraron los
tejidos no tumorales y tejidos necréticos. El tejido tumoral se extrajo y se cortd
uniformemente en bloques de tejido (aproximadamente 30-60 mg) de aproximadamente 3
mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a continuacion se inocularon por via subcutanea en el
costado derecho de ratones NU/NU. Una vez que el volumen tumoral promedio de los
ratones para la agrupacion alcanzé 138.70 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente de
acuerdo con el tamafio del volumen tumoral, asegurando unos volumenes tumorales
similares entre los grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el dia 0. Después de
iniciar la administracion, se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones
dos veces a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres
dosis. Se registraron los sintomas clinicos observados durante el experimento. El volumen
tumoral se calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula: volumen tumoral (mm?) = 1/2 x (a x
b?) (en donde a representaba el diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 15, en el modelo de PDX de cancer géstrico positivo
para PDL1 humano LD1-0017-200636, 10 mg/kg de MAB20 mostraron un valor de TGI de un
14.89 % el dia 21 y el farmaco cargado libre A1.3 mostré un valor de TGI de un 34.12 %; sin
embargo, 10 mg/kg de MAB20-LP62 (DARS8) (dia 21, TGl de un 108.18 %) mostraron un
efecto inhibidor del tumor potente. Ninguno de los animales experiment6 una pérdida de peso
corporal significativa a lo largo del periodo de tratamiento.

Ejemplo 18. Efecto antitumoral del conjugado de anticuerpo anti-PDL1-farmaco

en ratones NU/NU con xenoinjerto PDX de cancer colorrectal positivo para PDL1

humano LD1-2013-362125

Se regeneré un modelo de cancer colorrectal positivo para PDL1 derivado de ser
humano LD1-2013-362125 en ratones NU/NU. Una vez que el tumor habia crecido hasta

500-800 mm?, se extirpd el tejido tumoral quirdrgicamente de forma aséptica y se retiraron los
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tejidos no tumorales y tejidos necroticos. El tejido tumoral se extrajo y se cortd
uniformemente en bloques de tejido (aproximadamente 25-35 mg) de aproximadamente 3
mm x 3 mm x 3 mm de tamafio y a continuacion se inocularon por via subcutanea en el
costado derecho de ratones NU/NU. Una vez que el volumen tumoral promedio de los
ratones para la agrupacion alcanzé 156.99 mm?, los ratones se agruparon aleatoriamente de
acuerdo con el tamafio del volumen tumoral, asegurando unos volimenes tumorales
similares entre los grupos. El dia del agrupamiento se defini6 como el dia 0. Después de
iniciar la administracién, se midieron el peso corporal y el tamafio del tumor de los ratones
dos veces a la semana, y los ratones recibieron la dosis una vez a la semana, durante tres
dosis. Se registraron los sintomas clinicos observados durante el experimento. El volumen
tumoral se calculé de acuerdo con la siguiente férmula: volumen tumoral (mm?) = 1/2 x (a x
b?) (en donde a representaba el diametro largo y b representaba el diametro corto).

Tal como se muestra en la FIG. 16, en el modelo de PDX de cancer colorrectal
positivo para PDL1 humano LD1-2013-362125, 10 mg/kg de MAB20 mostraron un valor de
TGI de un 50.27 % el dia 31 y el farmaco cargado libre A1.3 mostré un valor de TGI de un
37.16 %; sin embargo, MAB20-LP62 (DARS8) con la misma dosis (TGl de un 101.59 %)
mostré un efecto inhibidor del tumor potente. Ninguno de los animales experiment6 una
pérdida de peso corporal significativa a lo largo del periodo de tratamiento.

Ademas de las diversas realizaciones representadas y reivindicadas, la materia en
cuestion divulgada también se refiere a otras realizaciones que tienen otras combinaciones
de las caracteristicas divulgadas y reivindicadas en el presente documento. En este sentido,
las caracteristicas particulares expuestas en el presente documento se pueden combinar
entre si de otras maneras dentro del alcance de la materia en cuestion divulgada, de modo
gue la materia en cuestion divulgada incluye cualquier combinacion adecuada de las
caracteristicas divulgadas el presente documento. La descripcién anterior de realizaciones

especificas de la materia en cuestion divulgada se ha presentado con fines ilustrativos y
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descriptivos. No se pretende que la descripcion anterior sea exhaustiva ni que limite la
materia en cuestion divulgada a las realizaciones divulgadas.

Sera evidente para los expertos en la técnica que se pueden realizar diversas
modificaciones y variaciones en las composiciones y métodos de la materia en cuestion
divulgada sin alejarse de la naturaleza o el alcance de la materia en cuestion divulgada. Por
tanto, se pretende que la materia en cuestién divulgada incluya modificaciones y variaciones
gue estan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas y sus equivalentes.

En el presente documento se citan diversas publicaciones, patentes y solicitudes de
patente, cuyo contenido se incorpora al presente documento por referencia en su totalidad.

Se hace constar que con relacién a esta fecha, el mejor método conocido por la
solicitante para llevar a la practica la citada invencion, es el que resulta claro de la presente

descripcion de la invencién.



