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DESCRIPCION
Conjugados de anticuerpos y farmacos

Campo de la invencién

Lista de Secuencias

La presente solicitud contiene una Lista de secuencias que ha sido presentada electrénicamente en formato ASCIl y que
se incorpora al presente documento por referencia en su totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 12 de noviembre de 2015,
se denomina PAT056506-WO-PCT_SL.txt y tiene un tamafio de 146.966 bytes.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere en general a anticuerpos anti-P-cadherina, fragmentos de anticuerpos, conjugados de
anticuerpos y farmacos y sus usos para el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion

P-cadherina

Las cadherinas clasicas representan una familia de moléculas de adhesidon celular expresadas en uniones de tipo
adherente que median en los contactos entre células dependientes de calcio. La cadherina placentaria (P-cadherina; que
también se conoce como cadherina 3, tipo 1 0 "CDH3") tiene una expresién restringida en tejidos normales, pero se sabe
que se expresa en tipos celulares indiferenciados o poco diferenciados de varios tejidos, incluidas las células epiteliales
basales de la piel, el eséfago, los pulmones y la cavidad bucal. (véase, p. €j., Albergaria et al., Int. J. Dev. Biol. 55:811-
822 (2011)).

La estructura de la P-cadherina consta de 3 dominios distintos: un dominio extracelular (DEC) que contiene cinco
repeticiones de cadherina en tandem, un dominio transmembranay una cola intracelular que contiene un dominio de unién
a catenina. El DEC media en las interacciones en cis y frans entre multiples moléculas de P-cadherina, mientras que el
dominio de unién a catenina une la P-cadherina a proteinas tales como la catenina p120 y, en consecuencia, a elementos
citoesqueléticos celulares. (véase, por ejemplo, Wu et al., PNAS 107:17592-7 (2010).

P-cadherina y cancer

También se sabe que la P-cadherina (que también se denomina "Pcad", "PCad", "P-Cad o CDH3) esta sobreexpresada
en varios tumores malignos, incluidos el cancer de mama, gastrico, endometrial, de cabeza y cuello y colorrectal, entre
otros. La sobreexpresion de P-cadherina en algunos tumores de mama, endometrio, ovario, colorrectal y vejiga también
se ha correlacionado con un peor pronéstico en comparacién con los casos donde los niveles de expresién de P-cadherina
son bajos o estan ausentes. En el cancer de mama, la P-cadherina se sobreexpresa con frecuencia en carcinomas
invasivos de alto grado y es un marcador fiable de tumores de tipo basal. (véase, p. €j., Paredes et al., Br. Can. Res.
9:214-226 (2007); Sanders et al., Int. J. Can. 79:573-579 (1998); Albergaria et al., Int. J. Dev. Biol. 55:811-822 (2011);
Sousa et al., Histol. Histopathol. 25:963-975 (2010))

En determinados tipos de cancer, tales como el cancer de mama y de ovario, se sabe que la P-cadherina promueve la
motilidad, lainvasividad y la metastasis de las células tumorales (véase, p. €j., Cheung et al., Oncogene 30:2964-74 (2011);
Ribeiro et al., Oncogene 29: 392-402 (2010)).

Se sabe que numerosos procesos relevantes para el cancer promueven la expresion de la proteina y el ARNm de P-
cadherina. La inactivacién del supresor tumoral BRCA1 mediante mutacion o pérdida de expresién se ha asociado con
una mayor expresion de P-cadherina tanto en estirpes celulares de cancer de mama como en muestras de pacientes.
También se sabe que el factor de transcripcidon C-EBPB y el antiestrégeno ICI182780 (fulvestrant) desregulan la expresidn
de P-cadherina e inducen su regulacion positiva en las células tumorales, al igual que la hipometilacién del promotor de
CDH3 a través de otros procesos. En el rabdomiosarcoma alveolar, los factores de transcripcién oncogénicos quiméricos
PAX3-FOXOA1 y PAX7-FOXOA1 (resultantes de translocaciones) inducen directamente la expresion de P-cadherina, lo
que aumenta la agresividad del tumor. (véase, p. €j., Albergaria et al., Int. J. Dev. Biol. 55:811-822 (2011); Thuault et al.,
Oncogene 15:1474-86 (2012); Ames et al., Clin. Can. Res. 11;4003-11 (2005); Gorski et al., Br. Can. Res. Treat. 122:721-
31 (2010); Paredes et al., Clin. Can. Res. 11:5869-5877 (2005); Albergaria et al., Human Mol. Gen. 19:2554-2566 (2010).

El documento EP2634194A1 desvela diversos anticuerpos contra la P-cadherina que se unen al EC1, es decir, los restos
de aminoacidos 108-236 de P-cadherina, algunos de los cuales, es decir, PPAT-055-09C y PPAT-055-24C, estan
conjugados con sulfo-SMCC ligado a DM1 y se utilizan para el tratamiento del cancer.

Conjugados de anticuerpos y farmacos
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Los conjugados de anticuerpos y farmacos ("CAF") se han utilizado para la administracion local de agentes citotdxicos en
el tratamiento del cancer (véase, p. ej., Lambert, Curr. Opinion In Pharmacology 5:543-549, 2005). Los CAF permiten la
administracién dirigida de la porcién farmacolégica donde se puede lograr la maxima eficacia con una toxicidad minima.
A medida que mas CAF muestran resultados clinicos prometedores, existe una mayor necesidad de desarrollar nuevos
tratamientos para la terapia antineoplasica. Asimismo, no todos los intentos de fabricar CAF terapéuticamente eficaces
para dianas cancerosas conocidas han tenido éxito. Los ejemplos de factores que pueden afectar a la eficacia terapéutica
de los CAF incluyen la afinidad, la capacidad de un anticuerpo para conjugarse, la capacidad de escision o la estabilidad
del conector; |a estabilidad del conjugado de anticuerpo y farmaco, la tendencia de un conjugado de anticuerpo y farmaco
a agregarse y la relacion de las moléculas de farmaco/carga util que se conjugan con cada anticuerpo ("RFA" o "relacién
farmaco/anticuerpo").

La agregacidn y la falta de estabilidad pueden aumentar la posibilidad de reacciones adversas a los conjugados de
anticuerpos y farmacos en un entorno clinico, reducir la eficacia y aumentar el coste de fabricacion de los CAF.

Por lo tanto, existe la necesidad de moléculas de CAF terapéuticamente eficaces.

Compendio de la invencién

La presente invencidn proporciona anticuerpos, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se unen a P-
cadherina humana que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende una CDR1 VH de la SEQ ID
NO: 1, una CDR2 VH de la SEQ ID NO: 2 y una CDR3 VH de la SEQ ID NO: 3, en donde la CDR se define de acuerdo
con la definiciéon de Kabat; y una region variable de cadena ligera que comprende una CDR1 VL de la SEQ ID NO: 11,
una CDR2 VL de la SEQ ID NO: 12y una CDR3 VL de la SEQ ID NO: 13, en donde la CDR se define de acuerdo con la
definicion de Kabat.

En una realizacion, la presente invencién también proporciona anticuerpos, o fragmentos de uniéon a antigeno de los
mismos, que se unen a P-cadherina que comprenden una region variable de cadena pesada (VH) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 y una regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17.

En otras realizaciones, la presente invencion también proporciona anticuerpos, o fragmentos de unidén a antigeno de los
mismos, que se unen a P-cadherina que comprenden una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 9 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, los anticuerpos contra P-cadherina, o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, son
anticuerpos humanos o humanizados. En otras realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno de los
mismos son anticuerpos monoclonales. En realizaciones adicionales, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos son anticuerpos monocatenarios (scFv).

La presente invencidon también proporciona conjugados de anticuerpos y farmacos (CAF) que comprenden la férmula:
Ab-(L-(D)m)n
0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; en donde:

Ab es un anticuerpo contra P-cadherina, o un fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencién como se desvela
en el presente documento; L es un conector; D es una porcidon farmacoldgica; m es un numero entero entre 1y 8,y n es
un numero entero entre 1y 10. En algunas realizaciones, m es 1. En otras realizaciones, nes 3 0 4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, del CAF comprende una region VH
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 y una regién VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ | NO: 17.

En una realizacion adicional, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, del conjugado de farmaco y
anticuerpo comprende una region VH que comprende: (a) una CDR1 VH de la SEQ ID NO: 1, (b) una CDR2 VH de la
SEQ ID NO: 2, (¢) una CDR3 VH de la SEQ ID NO: 3y una regién VL que comprende (d) una CDR1 VL de la SEQ ID NO:
11, (e) una CDR2 VL de la SEQ ID NO: 12y (f) una CDR3 VL de la SEQ ID NO: 13, en donde la CDR se define de acuerdo
con la definicién de Kabat.

En otras realizaciones, el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, del conjugado de anticuerpo y farmaco
comprende una cadena pesada de la SEQ ID NO: 9y una cadena ligera de la SEQ ID NO: 19.

En realizaciones adicionales, el conector del conjugado de anticuerpo y farmaco se selecciona del grupo que consiste en
un conector escindible, un conector no escindible, un conector hidréfilo, un conector procargado y un conector basado en
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el acido dicarboxilico. En algunas realizaciones, el conector procede de un reactivo de reticulacién seleccionado del grupo
que consiste en N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), N-succinimidil 4-(2-piridilditio)pentanoato (SPP), N-
succinimidil  4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB), N-succinimidil-4-(2-piridilditio)-2-sulfo-butanoato (sulfo-SPDB), N-
succinimidil yodoacetato (SIA), N-succinimidil (4-yodoacetil)aminobenzoato (SIAB), maleimida PEG NHS, N-succinimidil
4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), N-sulfosuccinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (sulfo-
SMCC)y 2,5-dioxopirrolidin-1-il 17-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14-tetraoxo-4,7,10,13-tetraazaheptadecan-
1-oato (CX1-1).

En algunas realizaciones, la porcidon farmacolégica del conjugado de anticuerpo y farmaco se selecciona de un grupo que
consiste en un inhibidor de la V-ATPasa, un agente proapoptético, un inhibidor de Bel2, un inhibidor de MCL1, un inhibidor
de HSP90, uninhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtubulos, un desestabilizador de microtlibulos,
una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacion
nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, inhibidores de proteasomas, inhibidores de reacciones de
transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de proteinas, un inhibidor de cinasas, un inhibidor
de CDK2, un inhibidor de CDK9, un inhibidor de cinesina, un inhibidor de HDAC, un agente que dafia el ADN, un agente
alquilante de ADN, un intercalante de ADN, un agente de unién al surco menor del ADN y un inhibidor de DHFR. En
realizaciones adicionales, el agente citotoxico es un maitansinoide. En realizaciones especificas, el maitansinoide es N(2')-
desacetil-N(2')-(3-mercapto-l-oxopropil)-maitansina  (DM1) o  N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-
maitansina (DM4).

En una realizacion especifica, el conjugado de anticuerpo y farmaco tiene la siguiente férmula:

o
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en donde el Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una CDR1 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
3y una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 11, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 12, una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 13, en donde la CDR se define de acuerdo con la definicién de Kabat; y n es de 1 a 10;
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La presente invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos contra P-
cadherina humana o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de la invencion como se desvela en el presente
documento, o conjugados de anticuerpos y farmacos que comprenden estos anticuerpos, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se preparan como un liofilizado.
En realizaciones adicionales, el liofilizado comprende los anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno de los mismos o
conjugados de anticuerpos y farmacos de estos anticuerpos, histidina, sacarosa y polisorbato 20. En una realizacion
especifica, la composicién farmacéutica comprende aproximadamente 10 mg/ml del conjugado de anticuerpo y farmaco
desvelado en el presente documento, histidina 20 mM, sacarosa 240 mM y polisorbato 20 al 0,02 %.

La presente solicitud también desvela métodos para tratar el cancer en un paciente que lo necesite, que comprenden
administrar a dicho paciente los conjugados de anticuerpos y farmacos o la composicion farmacéutica desvelada en el
presente documento. En algunas realizaciones de los métodos desvelados, los métodos comprenden administrar el
conjugado de anticuerpo y farmaco o la composicién farmacéutica al paciente en combinacién con uno o mas compuestos
terapéuticos adicionales.

En otras realizaciones, esta presente invencion proporciona conjugados de anticuerpos y farmacos contra P-cadherina o
las composiciones farmacéuticas segun la invencién para su uso como medicamento. En realizaciones especificas, los
conjugados de anticuerpos y farmacos o las composiciones farmacéuticas son para usar en el tratamiento del cancer en
un paciente que lo necesite.
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También se proporciona en el presente documento el uso de los anticuerpos contra P-cadherina, o fragmentos de unién
a antigeno de los mismos, 0 conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencion como se analiza en el presente
documento para tratar el cancer en un paciente que 1o necesite.

En algunas realizaciones, el cancer expresa P-cadherina. En realizaciones adicionales, el cancer se selecciona del grupo
que consiste en carcinoma adrenocortical, cancer de vejiga, cancer de hueso, cancer de mama, teratomas/tumores
rabdoides atipicos del sistema nervioso central, cancer de colon, cancer colorrectal, tumores embrionarios, cancer de
endometrio, cancer de esdfago, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular, sarcoma de Kaposi,
cancer de higado, cancer de pulmén, incluido el cancer microcitico de pulmény el cancer no microcitico de pulmén, cancer
de ovario, cancer de recto, rabdomiosarcoma, cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de
células escamosas, cancer escamoso de cuello, cancer de estémago, cancer de Utero, cancer de vagina y cancer de
vulva. En realizaciones especificas, el cancer se selecciona del grupo que consiste en canceres de vejiga, de mama, de
colon, colorrectal, de endometrio, de eséfago, gastrico, de cabeza y cuello, de pulmén y de ovario.

La presente solicitud también desvela acidos nucleicos que codifican los anticuerpos contra P-cadherina o fragmentos de
unién a antigeno de la invencién como se desvela en el presente documento. En realizaciones especificas, los acidos
nucleicos comprenden la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID NO: 8, 18, 10 0 20. En una realizacién adicional, la
presente invencién proporciona vectores que comprenden los acidos nucleicos de la invencién como se desvelan en el
presente documento, asi como células hospedadoras que comprenden dichos vectores o acidos nucleicos. La presente
invencidn también proporciona procesos para producir un anticuerpo contra P-cadherina o un fragmento de unién a
antigeno que comprenden cultivar la célula hospedadora de la invencién y recuperar el anticuerpo del cultivo.

En realizaciones adicionales, la presente invencién proporciona un proceso para producir un conjugado de farmaco y
anticuerpo anti-P-cadherina que comprende:

(a) unir quimicamente SMCC a una porcion farmacolégica DM-1;

(b) conjugar dicho farmaco-conector con el anticuerpo recuperado del cultivo celular de la invencion; y

(c) purificar el conjugado de anticuerpo y farmaco.

En otra realizacion, el proceso para producir un conjugado de farmaco y anticuerpo anti-P-cadherina comprende:

(a) unir quimicamente SMCC a una porcion farmacolégica DM-1;

(b) conjugar dicho farmaco-conector con un anticuerpo de la invencion como se desvela en el presente documento; y
(c) purificar el conjugado de anticuerpo y farmaco.

En algunas realizaciones, los conjugados de anticuerpos y farmacos elaborados segun estos procesos tienen una RFA
promedio, medida con un espectrofotometro UV, de aproximadamente 3,8.

En otras realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de la invencion como se desvela
en el presente documento se usan como reactivos de diagnostico. En algunas realizaciones de los reactivos de diagndstico,
el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo esta marcado con un radiomarcador, un fluoréforo, un croméforo,
un agente de captura de imagenes o un ion metalico.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa la vista general de |la estructura cristalina de la P-cadherina humana EC1_EC2, que muestra los
dos primeros dominios de repeticién de cadherina del dominio extracelular de la P-cadherina humana, con los tres sitios
de unién a calcio ubicados en la unidon dominio-dominio.

Lafigura 2 representa la vista general de la estructura cristalina de dos Fab de anticuerpos contra P-cadherina en complejo
con dos proteinas de P-cadherina humanas, que forman la unidad asimétrica del cristal. El recuadro es una vista en primer
plano de la regién de contacto en la que participa el dominio EC1 de las dos moléculas de P-cadherina. Solo existen unos
pocos contactos cristalinos entre los dos complejos.

La figura 3 es un gréafico que representa restos de epitopos de P-cadherina humana (SEQ ID NO: 133) que entran en
contacto con restos del Fab del anticuerpo NOV169N31Q contra P-cadherina. La secuencia de aminoécidos del dominio
EC1 de P-cadherina humana se enumera en el eje horizontal. La parte superior del grafico muestra el niUmero de contactos
intermoleculares directos entre el antigeno proteico y el anticuerpo, identificado por el programa NCONT utilizando una
distancia de corte de 4,0 A entre 4tomos distintos del hidrégeno. La parte inferior del grafico muestra la reduccién de la
superficie accesible al disolvente (en A2) en la que incurren los restos de P-cadherina tras la unién del anticuerpo,
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calculada por el programa AREAIMOL. La estructura de barril  del dominio EC1 se muestra esquematicamente como
una cadena de flechas con etiquetas correspondientes a la numeracion de las cadenas f.

La figura 4 representa una vista en primer plano de la estructura cristalina del dominio de repeticion de cadherina N-
terminal (EC1) de la cadherina P humana (dibujo gris) con todos los restos de aminoacidos que interactian con el
anticuerpo (distancia de corte de 4,0 A) representados por barras negras (vista de anticuerpos).

La figura 5 representa una alineacién de secuencias de los dominios EC1 de P-cadherina humano (SEQ ID NO: 133) y
de macaco cangrejero ("cyno"; Macaca fascicularis) (SEQ ID NO: 134). Los restos de aminoacidos negros en negrita
participan en contactos intermoleculares directos (<4,0 A) con el anticuerpo NOV169N31Q. Los restos de aminoécidos
grises en negrita e indicados con flechas estan mas lejos, pero experimentan una reduccion de su superficie accesible al
disolvente tras la union del anticuerpo. Obsérvese que ambas categorias de restos epitépicos estan completamente
conservadas en la P-cadherina del macaco cangrejero.

La figura 6 representa una alineacion de multiples secuencias del dominio EC1 de cadherinas humanas (SEQ ID NO: 135-
143, respectivamente, en orden de aparicion). Obsérvese que la P-cadherina también se denomina "cadherina-3". Los
restos en recuadros se encuentran en la interfaz antigeno-anticuerpo segun lo determinado por una reduccion de su
superficie accesible al disolvente. En un recuadro con lineas gruesas se encuentra la insercion hallada en las cadherinas
humanas 1 a 4. Obsérvese que el resto epitopico clave Glu155 no esta conservado en otras cadherinas humanas.

La figura 7 representa microfotografias que ilustran el efecto del anticuerpo NOV169N31Q contra la P-cadherina sobre la
adhesion celular mediada por P-cadherina. Las células se trataron previamente con NOV169N31Q o un anticuerpo 1gG1
humano inespecifico antes de la induccién de la formacién de esferoides. Las formas y densidades de los esferoides se
evaluaron mediante microscopia después de un periodo de incubacidn de 132 horas.

La figura 8 representa graficos que ilustran la potencia citotoxica in vitro de NOV169N31Q-MCC-DM1 en estirpes celulares
positivas (HCC70 y HCC1954) y negativas (HT29) para P-cadherina. Dosis-respuesta in vitro de NOV169N31Q-MCC-
DM1 en células (A) HCC1954 (P-cadherina+), (B) HCC70 (P-cadherina+) y (C) HT29 (P-cadherina-). La viabilidad se midid
después de 5 dias de tratamiento con maitansina libre (L-DM1-Me; circulo relleno), CAF de control de isotipo (IgG1-MCC-
DM1; cuadrado vacio), componente de anticuerpo de NOV169N31Q-MCC-DM1 (NOV169N31Q; triangulo vacio) y
NOV169N31Q-MCC-DM1 (tridngulo relleno).

La figura 9 representa graficos que ilustran la actividad ADCC de NOV169N31Q y NOV169N31Q-MCC-DM1. Las células
diana se incubaron con un numero fijo de células efectoras NK humanas nuevas (cociente de células efectoras frente a
diana de 5:1) y cantidades crecientes de NOV169N31Q (circulos rellenos), anticuerpo de control 1gG1 (circulos vacios),
NOV169N31Q-MCC-DM1 (cuadrados rellenos) o IgG1-SMCC-DM1 (cuadrados vacios). Todas las muestras se realizaron
por triplicado; la viabilidad celular se evalué después de 24 horas.

La figura 10 representa una serie de imagenes de |IHC para ilustrar la actividad del CAF NOV169N31Q-MCC-DM1 en el
modelo de xenoinjerto de tumor subcutaneo de cancer de mama triple negativo HCC70. Las imagenes ilustran la detencion
mitética (p-histona H3) después de una dosis Unica de NOV169N31Q-MC-DM1.

La figura 11A representa una imagen representativa de IHC para P-cadherina en tejido tumoral HCC70 para mostrar la
expresion de P-cadherina.

La figura 11B representa un grafico que ilustra la eficacia de diversos CAF de P-cadherina en un modelo de xenoinjerto
de cancer de mama HCC70.

La figura 12 representa un grafico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra un modelo de xenoinjerto de
cancer de mama HCC70.

La figura 13A representa una imagen representativa de IHC para P-cadherina en tejido tumoral HCC1954 para mostrar la
expresion de P-cadherina.

La figura 13B es un gréfico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto de cancer de
mama HCC1954.

La figura 13C es un grafico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto de cancer de
mama HCC1954.

La figura 13D es un grafico que representa el cambio del peso corporal de ratones con xenoinjerto de cancer de mama
HCC1954 en respuesta al tratamiento usando NOV169N31Q-MCC-DM1.

La figura 14A representa una imagen representativa de IHC para P-cadherina en tejido tumoral BICR6 para mostrar la
expresion de P-cadherina.
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La figura 14B representa un grafico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto de
cancer de cabeza y cuello BICR®G.

La figura 15A representa una imagen representativa de IHC para P-cadherina en tejido tumoral scaBER para mostrar la
expresion de P-cadherina.

La figura 15B representa un grafico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto de
cancer de vejiga scaBER.

La figura 16 representa un grafico que ilustra la eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un modelo de xenoinjerto de
cancer de eséfago ED2267.

La figura 17 representa un grafico que compara la eficacia del anticuerpo anti-P-cadherina NEG0067 conjugado con DM1
usando dos conectores diferentes (MCC frente a CX1-1) en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC70.

La figura 18 representa un grafico que compara la eficacia de 3 CAF anti-P-cadherina derivados de hibridoma murino
conjugados usando la carga util con conector SPDB-DM4 en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC70.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos y expresiones utilizados en el presente documento tienen los
siguientes significados:

El término "alquilo" se refiere a una cadena de hidrocarburo monovalente saturada, que tiene el nimero especificado de
atomos de carbono. Por ejemplo, alquilo C1.6 se refiere a un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 dtomos de carbono.
Los grupos alquilo pueden ser lineales o ramificados. Los grupos alquilo ramificados representativos tienen una, dos o
tres ramificaciones. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, propilo (n-propilo e isopropilo),
butilo (n-butilo, isobutilo, sec-butilo y t-butilo), pentilo (n-pentilo, isopentilo y neopentilo) y hexilo.

El término "anticuerpo”, como se utiliza en el presente documento se refiere a un polipéptido de la familia de las
inmunoglobulinas que es capaz de unirse a un antigeno correspondiente de forma no covalente, reversible y de manera
especifica. Por ejemplo, un anticuerpo 1gG presente en la naturaleza es un tetramero que comprende al menos dos
cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada se compone
de una region variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como VH) y una regién constante de
cadena pesada. La regién constante de cadena pesada se compone de tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada una de las
cadenas ligeras se compone de una regién variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como VL) y
una regioén constante de cadena ligera. La regién constante de cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones
VH y VL pueden subdividirse a su vez en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VHy
VL estd compuesta por tres CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo aminico al extremo carboxilico en el siguiente
orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3y FR4. Las regiones variables de las cadenas pesaday ligera contienen un
dominio de union que interactla con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la union
de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del hospedador, que incluyen diversas células del sistema inmunitario (p.
ej., células efectoras) y el primer componente (Clqg) del sistema del complemento clasico.

El término "anticuerpo” incluye, pero sin limitacidn, anticuerpos monoclonales, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos y anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (incluyendo, p. €j., anticuerpos anti-Id contra
anticuerpos de la invencion). Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo/clase (p. €j., 19G, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY)
o subclase (p. ej., 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, 1IgA1 e IgA2).

Los "dominios determinantes de la complementariedad” o "regiones determinantes de la complementariedad" ("CDR") se
refieren indistintamente a las regiones hipervariables de VLy VH. Las CDR son los sitios de unidn a la proteina diana de
las cadenas de anticuerpos que albergan la especificidad para dicha proteina diana. Existen tres CDR (CDR1-3,
numeradas de forma secuencial a partir del extremo N-terminal) en cada VL o VH humana, que constituyen
aproximadamente un 15-20 % de los dominios variables. Las CDR son complementarias desde el punto de vista
estructural respecto al epitopo de la proteina diana y, por lo tanto, son las responsables directas de la especificidad de
unién. Los tramos restantes de VL o VH, que se denominan regiones marco, presentan menos variacién en la secuencia
de aminoacidos (Kuby, Immunology, 4.2 ed., capitulo 4. W.H. Freeman & Co., Nueva York, 2000).

Las posiciones de las CDR y las regiones marco se pueden determinar utilizando diversas definiciones muy conocidas en
la técnica, p. €j., Kabat, Chothia, base de datos internacional ImMunoGeneTics (IMGT) (en la pagina web imgt.org/) y AbM
(veéase, p. €j., Johnson et al., Nucleic Acids Res., 29:205-206 (2001); Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987),
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Chothia et al., Nature, 342:877-883 (1989); Chothia et al., J. Mol. Biol., 227:799-817 (1992); Al-Lazikani et al., J.Mol.Biol.,
273:927-748 (1997)). Las definiciones de sitios de combinacion de antigenos también se describen en los siguientes
documentos: Ruiz et al., Nucleic Acids Res., 28:219-221 (2000); y Lefranc, M.P., Nucleic Acids Res., 29:207-209 (2001);
MacCallum et al., J. Mol. Biol., 262:732-745 (1996); y Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU, 86:9268-9272 (1989);
Martin et al., Methods Enzymol., 203:121-153 (1991); y Rees et al., en Sternberg M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction,
Oxford University Press, Oxford, 141-172 (1996).

Tanto la cadena ligera como la pesada se dividen en regiones de homologia estructural y funcional. Los términos
"constante” y "variable" se utilizan funcionalmente. A este respecto, se apreciara que los dominios variables de las partes
tanto de la cadena ligera (VL) como de la pesada (VH) determinan el reconocimiento y la especificidad del antigeno. Por
el contrario, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) confieren propiedades
biolégicas importantes tales como secrecion, movilidad transplacentaria, unién al receptor de Fc, unién al complemento y
similares. Por convencién, la numeracion de los dominios de regién constante aumenta a medida que pasan a ser mas
distales del sitio de union a antigeno o extremo amino del anticuerpo. El extremo N es una regién variable y en el extremo
C hay una regién constante; los dominios CH3 y CL comprenden en realidad los dominios carboxiterminales de la cadena
pesada y ligera, respectivamente.

La expresidon "fragmento de union a antigeno", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una o mas partes
de un anticuerpo que retienen la capacidad para interactuar de forma especifica con (p. €j., mediante unién, impedimento
estérico, estabilizacion/desestabilizacién, distribucion espacial) un epitopo de un antigeno. Los ejemplos de fragmentos
de unidén incluyen, pero sin limitacion, Fv monocatenarios (scFv), anticuerpos de camélidos, Fv conectados mediante
disulfuro (sdFv), fragmentos Fab, fragmentos F(ab’), un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL
y CH1; un fragmento F(ab)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un enlace disulfuro
en la regidon bisagra; un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; un fragmento Fv que consiste en los
dominios VL 'y VH de un Unico brazo de un anticuerpo; un fragmento dAb (Ward et al., Nature 341:544-546, 1989), que
consiste en un dominio VH; y una regién determinante de la complementariedad (CDR) aislada, u otros fragmentos de
unién a epitopo de un anticuerpo.

Asimismo, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH, estén codificados por genes separados, se pueden unir,
utilizando métodos recombinantes, a través de un conector sintético que permite que se preparen como una unica cadena
proteica en la que las regiones VL y VH se aparean para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv
monocatenario ("scFv"); véase, p. €j., Bird et al., Science 242:423-426, 1988; y Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
85:5879-5883, 1988). También se pretende que dichos anticuerpos monocatenarios estén englobados en la expresién
"fragmento de unién a antigeno". Estos fragmentos de unién a antigeno se obtienen utilizando técnicas convencionales
conocidas para los expertos en la técnica y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la misma manera que
para los anticuerpos intactos.

Los fragmentos de union a antigeno también se pueden incorporar en anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos,
minicuerpos, anticuerpos de dominio Unico, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR y bis-scFv (véase,
por ejemplo, Hollinger y Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005). Se pueden injertar fragmentos de unién a
antigeno en armazones basados en polipéptidos tales como fibronectina de tipo Il (Fn3) (véase la pat. de EE. UU. n.°
6.703.199, que describe monocuerpos contra polipéptidos de fibronectina).

Se pueden incorporar fragmentos de union a antigeno en moléculas monocatenarias que comprenden un par de
segmentos Fv en tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera complementarios, forman un
par de regiones de unién a antigeno (Zapata et al., Protein Eng. 8:1057-1062, 1995; y la pat. de los EE. UU. n.°5.641.870).

La expresion "anticuerpo monoclonal” o "composicion de anticuerpos monoclonales”, como se utiliza en el presente
documento, se refiere a polipéptidos, incluidos anticuerpos y fragmentos de unidén a antigeno que tienen una secuencia
de aminoacidos sustancialmente idéntica o proceden de la misma fuente genética. Esta expresién también incluye
preparaciones de moléculas de anticuerpo de composicién molecular Unica. Una composicidn de anticuerpo monoclonal
muestra una Unica especificidad de union y afinidad por un epitopo particular.

La expresion "anticuerpo humano"”, como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos que tienen regiones
variables en las que tanto las regiones marco como las CDR proceden de secuencias de origen humano. Asimismo, si el
anticuerpo contiene una regién constante, la regién constante también procede de dichas secuencias humanas, p. €],
secuencias de lalinea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de la linea germinal humana o un anticuerpo
que contiene secuencias marco consenso procedentes del analisis de secuencias marco humanas, por ejemplo, como se
describe en Knappik, et al. J. Mol. Biol. 296:57-86, 2000). También se incluyen anticuerpos procedentes de secuencias
humanas en donde una 0 mas CDR se han mutado para maduracién de la afinidad o para fines de fabricacién/conjugacion
de carga util. Véase Hvbridoma. Agosto de 1997;16(4):381-9. Rapid development of affinity matured monoclonal
antibodies using RIMMS. Kilpatrick KE, Wring SA, Walker DH, Macklin MD, Payne JA, Su JL, Champion BR, Caterson B,
Mclintyre GD. Departamento de Ciencias Moleculares, Glaxo Wellcome, Research Triangle Park, NC 27709, EE. UU.
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Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por secuencias humanas
(p. €j., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo, o
una sustitucidén conservadora para fomentar la estabilidad o la fabricacion).

El término "reconocer" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno
del mismo que se encuentra e interactua (p. €j., se une) con su epitopo, ya sea este lineal o conformacional. El término
"epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno al que se une especificamente un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
de lainvencién. Los epitopos pueden formarse tanto a partir de aminoacidos contiguos como a partir de aminoacidos no
contiguos yuxtapuestos mediante plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados a partir de aminoacidos
contiguos normalmente se conservan al exponerse a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados
por plegamiento terciario normalmente se pierden al tratar con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo incluye
habitualmente al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 aminoacidos en una conformacion espacial Unica. Los
métodos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen técnicas de este campo, por ejemplo,
cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional (véase, p. ej., Epitope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

El término "afinidad", como se usa en el presente documento, se refiere a la fuerza de interaccién entre el anticuerpo y el
antigeno en sitios antigénicos individuales. Dentro de cada sitio antigénico, la regién variable del "brazo" del anticuerpo
interactua a través de fuerzas no covalentes débiles con el antigeno en numerosos sitios; cuantas mas interacciones, mas
fuerte es la afinidad.

La expresion "anticuerpo aislado” se refiere a un anticuerpo que esta sustancialmente exento de otros anticuerpos que
tienen diferentes especificidades antigénicas. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un antigeno puede,
sin embargo, tener reactividad cruzada respecto a otros antigenos. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar
sustancialmente exento de otro material celular y/o sustancias quimicas.

La expresion "secuencia de la linea germinal humana correspondiente” se refiere a la secuencia de acido nucleico que
codifica una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la regidn variable humana que comparte la identidad de
secuencia de aminoacidos determinada mas elevada con una secuencia o subsecuencia de aminoéacidos de la regién
variable de referencia en comparacién con todas las demas secuencias de aminoacidos de la region variable conocidas
codificadas por secuencias de la regidon variable de inmunoglobulina de la linea germinal humana. La secuencia de la
linea germinal humana correspondiente también se puede referir a la secuencia o subsecuencia de aminoéacidos de la
region variable humana con la identidad de secuencia de aminoacidos mas elevada con una secuencia o subsecuencia
de aminoécidos de la regién variable de referencia en comparacién con todas las demas secuencias de aminoacidos de
la region variable evaluadas. La secuencia de la linea germinal humana correspondiente puede constar de regiones de
marco Unicamente, regiones determinantes de la complementariedad Unicamente, regiones determinantes de la
complementariedad y de marco, un segmento variable (segun se ha definido anteriormente) u otras combinaciones de
secuencias 0 subsecuencias que comprendan una region variable. La identidad de secuencia se puede determinar
utilizando los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, alineando dos secuencias mediante BLAST,
ALIGN u otro algoritmo de alineacién conocido en la técnica. La secuencia de aminoacidos o de acido nucleico de lalinea
germinal humana correspondiente puede tener al menos aproximadamente un 90 %, 91, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos o de acido nucleico de la regién
variable de referencia. Las secuencias de la linea germinal humana correspondientes se pueden determinar, por ejemplo,
mediante la base de datos internacional de dominio publico ImMMunoGeneTics (IMGT) (en la pagina web imgt.org/) y V-
base (en la pagina web vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk).

La expresidn "se une especificamente” o "se une selectivamente”, cuando se utiliza en el contexto de describir la
interaccién entre un antigeno (p. €j., una proteina) y un anticuerpo, fragmento de anticuerpo o agente de unién derivado
del anticuerpo, se refiere a una reaccién de unién que determina la presencia del antigeno en una poblacién heterogénea
de proteinas y otros agentes biologicos, p. €j., en una muestra bioldgica, p. €j., una muestra de sangre, suero, plasma o
tejido. De este modo, en determinadas condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos o agentes de unién
con una especificidad de unién particular se unen a un antigeno particular en una cantidad que es al menos dos veces la
de referencia y no se unen sustancialmente en ninguna cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra.
En una realizacién, en las condiciones de inmunoensayo designadas, el anticuerpo o agente de unién con una
especificidad de union particular se une a un antigeno particular en una cantidad que es al menos diez (10) veces la de
referencia y no se une sustancialmente en ninguna cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. La
unién especifica a un anticuerpo o agente de unién en tales condiciones puede requerir que el anticuerpo 0 agente hayan
sido seleccionados por su especificidad por una proteina particular. Segun corresponda o se desee, esta seleccion se
puede conseguir sustrayendo anticuerpos que reaccionen de forma cruzada con moléculas de otras especies (p. €j., de
ratén o rata) u otros subtipos. Como alternativa, en algunas realizaciones, se seleccionan anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo que reaccionan de forma cruzada con determinadas moléculas deseadas.

Se pueden utilizar diversos formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos
con una proteina particular. Por ejemplo, se utilizan inmunoensayos ELISA en fase sélida de forma rutinaria para
seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina (véase, p. ej., Harlow & Lane, Using
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Antibodies, A Laboratory Manual (1998), para consultar una descripcion de formatos y condiciones de inmunoensayo que
se pueden utilizar para determinar una inmunorreactividad especifica). Habitualmente, una reaccién de unidn especifica
o selectiva producira una sefial de al menos el doble por encima de la sefial de referencia y, mas habitualmente, al menos
de 10 a 100 veces por encima de la referencia.

La expresion "constante de disociacion en equilibrio (KD, M)" se refiere a la constante de velocidad de disociacién (kd,
tiempo-1) dividida por la constante de velocidad de asociacidon (ka, tiempo-1, M-1). Las constantes de disociacién en
equilibrio se pueden medir utilizando cualquier método conocido en la técnica. Los anticuerpos de la presente invencién
tendran generalmente una constante de disociacién en equilibrio inferior a aproximadamente 107 o 108 M, por ejemplo,
inferior a aproximadamente 10°° M o 100 M, en algunas realizaciones, inferior a aproximadamente 101" M, 1012 M o0 10-
13 M.

El término "biodisponibilidad" se refiere a la disponibilidad sistémica (es decir, niveles en sangre/plasma) de una cantidad
determinada de farmaco administrado a un paciente. La biodisponibilidad es un término absoluto que indica la medicién
tanto del tiempo (velocidad) como de la cantidad total (alcance) de farmaco que llega a la circulacion general desde una
forma farmacéutica administrada.

La expresion "que consiste esencialmente en”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a los géneros o
especies de agentes farmacéuticos activos incluidos en un método o composicion, asi como también a cualquier
excipiente inactivo para el fin deseado de los métodos o composiciones. En algunas realizaciones, la expresién "que
consiste esencialmente en" excluye expresamente la inclusién de uno o mas agentes activos adicionales que no sean un
conjugado de anticuerpo y farmaco de la invencién. En algunas realizaciones, la expresién "que consiste esencialmente
en" excluye expresamente la inclusién de uno o mas agentes activos adicionales que no sean un conjugado de anticuerpo
y farmaco de la invencién y un segundo agente coadministrado.

El término "aminoacido" se refiere a los aminoacidos naturales, sintéticos y artificiales, asi como a los analogos de
aminoacidos y a los miméticos de aminoacidos que funcionan de forma similar a los aminoacidos naturales. Los
aminoacidos naturales son los codificados por el cédigo genético, asi como los aminoacidos que se modifican
posteriormente, p. e€j., hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos de aminoacidos se refieren a
compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural, es decir, un carbono a que esta
unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, p. €j., homoserina, norleucina, sulféxido de
metionina o metionina metil sulfonio. Dichos analogos tienen grupos R modificados (p. e€j., norleucina) o cadenas
principales peptidicas modificadas, pero conservan la misma estructura quimica basica que un aminoacido natural. Los
miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura
quimica general de un aminoacido, pero que funcionan de una manera similar a un aminoacido natural.

La expresion "variante modificada de forma conservadora” se aplica tanto a las secuencias de aminoacidos como a las
de acidos nucleicos. Con respecto a secuencias de acidos nucleicos particulares, variantes modificadas de forma
conservadora se refiere a los acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente
idénticas, o donde el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, a secuencias esencialmente idénticas.
Debido a la degeneracién del cddigo genético, un gran numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican
cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos el aminoacido alanina. Por lo
tanto, en cada posicion en la que un codén especifica una alanina, el coddn puede alterarse a cualquiera de los codones
correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Dichas variaciones de acidos nucleicos son "variaciones
silenciosas”, que son una especie de variaciones modificadas de forma conservadora. Cada secuencia de acido nucleico
en el presente documento que codifica un polipéptido también describe cada posible variacidn silenciosa del acido nucleico.
Un experto reconocera que cada coddn en un acido nucleico (excepto AUG, que normalmente es el Unico coddn para
metionina y TGG, que normalmente es el Unico coddn para triptéfano) puede modificarse para producir una molécula
funcionalmente idéntica. En consecuencia, cada una de las variaciones silenciosas de un acido nucleico que codifica un
polipéptido esta implicita en cada una de las secuencias descritas.

Para las secuencias polipeptidicas, las "variantes modificadas de forma conservadora" incluyen sustituciones, supresiones
o adiciones individuales a una secuencia polipeptidica que dan lugar a la sustitucion de un aminoacido por un aminoacido
quimicamente similar. Las tablas de sustituciones conservadoras que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares
son bien conocidas en la técnica. Tales variantes modificadas de forma conservadora son adicionales y no excluyen
variantes polimérficas, homdlogos entre especies y alelos de la invencidn. Los siguientes ocho grupos contienen
aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido
glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M),
Valina (V); 8) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M)
(véase, p. ej., Creighton, Proteins (1984)). En algunas realizaciones, la expresion "modificaciones de secuencia
conservadoras" se usa para referirse a modificaciones de aminoacidos que no afectan ni alteran significativamente las
caracteristicas de unién del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos.

El término "optimizado”, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de nucledétidos que ha sido
alterada para codificar una secuencia de aminoacidos utilizando codones que se prefieren en la célula u organismo de
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produccién, generalmente una célula eucariota, por ejemplo, una célula de levadura, una célula de Pichia, una célula de
Trichoderma, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula humana. La secuencia de nucledtidos optimizada
se genomanipula para que conserve por completo o en la mayor medida posible la secuencia de aminoacidos
originalmente codificada por la secuencia de nucleétidos de partida, que también se conoce como la secuencia "parental”.

Las expresiones "porcentaje idéntico" o "porcentaje de identidad”, en el contexto de dos o mas secuencias de acidos
nucleicos o polipeptidicas, se refieren a la medida en que dos 0 mas secuencias 0 subsecuencias son iguales. Dos
secuencias son "idénticas" si tienen la misma secuencia de aminoéacidos o nucleotidos en la regién que se compara. Dos
secuencias son "sustancialmente idénticas" si dos secuencias tienen un porcentaje especificado de restos de aminoacidos
0 nucleétidos que son iguales (es decir, un 60 % de identidad, opcionalmente un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 % 0 99 % de identidad en una region especificada o, cuando no se especifica, en toda la secuencia), cuando se
comparan y alinean para una correspondencia maxima en una ventana de comparacion o regién designada como se mide
utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de secuencias 0 mediante alineacién manual e inspeccion
visual. Opcionalmente, la identidad existe sobre una regién que tiene al menos aproximadamente 30 nucleétidos (o
10 aminoacidos) de longitud, o mas preferiblemente sobre una region que tiene entre 100 y 500 o0 1000 o mas nucledtidos
(0 20, 50, 200 0 mas aminoacidos) de longitud.

Para la comparacién de secuencias, normalmente una secuencia actla como secuencia de referencia, con la que se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparaciéon de secuencias, las secuencias de
prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan coordenadas de subsecuencia, si es necesario, y se
designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Pueden usarse los parametros por defecto del
programa o pueden indicarse parametros alternativos. Después, el algoritmo de comparacién de secuencias calcula el
porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de prueba con respecto a la secuencia de referencia,
tomando como base los parametros del programa.

Una "ventana de comparacion”, como se utiliza en el presente documento, incluye referencia a un segmento de uno
cualquiera del nimero de posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en de 20 a 600, habitualmente de
50 a 200, mas habitualmente de 100 a 150, en el que una secuencia puede compararse con una secuencia de referencia
del mismo numero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias estén alineadas de manera éptima. Se
conocen bien en la técnica métodos de alineacidn de secuencias para comparacién. La alineacién éptima de secuencias
para comparacion puede realizarse, p. €j., mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl.
Math. 2:482c (1970), mediante el algoritmo de alineacion por homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443
(1970), mediante el método de busqueda de similitud de Pearsony Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85:2444 (1988),
mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante alineacién manual e
inspeccion visual (véase, p. €j., Brent et al., Current Protocols in Molecular Biology, 2003).

Dos ejemplos de algoritmos que son adecuados para determinar el porcentaje de identidad de secuencia y similitud de
secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25. 3389-3402,
1977, y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990, respectivamente. El programa informatico para realizar el analisis
BLAST esta disponible publicamente a través del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica de los Estados Unidos.
Este algoritmo implica identificar, en primer lugar, las parejas de secuencias con alta puntuacién (HSP) identificando
palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta, que coinciden o satisfacen alguna puntuacién umbral de valor
positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de base de datos. Se hace referencia
a T como el umbral de puntuacién de palabras vecinas (Altschul ef al.,, citado anteriormente). Estos aciertos de palabras
vecinas iniciales actlan como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSP mas largas que las contengan. Los
aciertos de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada una de las secuencias hasta donde se pueda
aumentar la puntuacién de alineamiento acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan utilizando, para las
secuencias de nucleodtidos, los parametros M (puntuacion de recompensa para un par de restos coincidentes; siempre >
0) y N (puntuacion de penalizacidon para restos no coincidentes; siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se
utiliza una matriz de puntuacién para calcular la puntuacion acumulada. La extension de los aciertos de palabra en cada
direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineamiento acumulada disminuye en la cantidad X de su valor maximo
alcanzado; la puntuacion acumulada llega a cero 0 menos, debido ala acumulaciéon de uno o0 mas alineamientos de restos
de puntuacién negativa; o se llega al final de cualquiera de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLASTW, Ty X
determinan la sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa
por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M =5, N = -4 y una comparacion de ambas
hebras. Para las secuencias de aminodacidos, el programa BLASTP utiliza por defecto una longitud de palabra de 3, una
expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG2 (véase Henikoff y Henikoff, (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
EE. UU. 89:10915) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M =5, N = -4, y una comparacion de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, p. €j., Karlin y
Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 90:5873-5787, 1993). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad de que se
produzca una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminoacidos por casualidad. Por ejemplo, un acido
nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma mas pequefia en una comparacion
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del acido nucleico de ensayo con el acido nucleico de referencia es de menos de aproximadamente 0,2, mas
preferiblemente de menos de aproximadamente 0,01 y mucho mas preferiblemente de menos de aproximadamente 0,001.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoéacidos también puede determinarse mediante el algoritmo de E.
Meyers y W. Miller, Comput. Appl. Biosci. 4:11-17,, 1988) que se ha incorporado al programa ALIGN (versién 2.0),
utilizando una tabla de pesos de restos PAM120, una penalizacién de longitud de hueco de 12 y una penalizacion de
hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoéacidos se puede determinar utilizando el
algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453, 1970) que se ha incorporado al programa GAP en el paquete
de programas informaticos GCG (disponible en www.gcg.com), utilizando una matriz Blossom 62 o una matriz PAM250, y
un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitudde 1, 2, 3,4, 50 6.

Aparte del porcentaje de identidad de secuencia indicado anteriormente, otra indicacidn de que dos secuencias de &cidos
nucleicos o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el polipéptido codificado por el primer acido nucleico tiene
una reaccién inmunolégicamente cruzada con los anticuerpos producidos contra el polipéptido codificado por el segundo
acido nucleico, como se describe a continuacion. Por lo tanto, un polipéptido normalmente es sustancialmente idéntico a
un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los dos polipéptidos difieren solamente por sustituciones conservadoras.
Otra indicacidn de que dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus
complementos hibriden entre si en condiciones rigurosas, como se describe a continuacién. Otra indicacién mas de que
dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que puedan usarse los mismos cebadores para
amplificar la secuencia.

La expresion "acido nucleico" se usa en el presente documento indistintamente con el término "polinucledtido” y se refiere
a desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos y polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. La expresion
engloba acidos nucleicos que contienen analogos nucleotidicos conocidos o restos de la cadena principal o enlaces
modificados, que son sintéticos, naturales y no naturales, que tienen propiedades de unién similares al acido nucleico de
referencia y que se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos de referencia. Los ejemplos de dichos analogos
incluyen, sin limitacidn, fosforotioatos, fosforamidatos, metil fosfonatos, metil fosfonatos quirales, 2-O-metil ribonucleétidos,
acidos peptidonucleicos (APN).

A menos que se indique otra cosa, una secuencia de acido nucleico particular también abarca de forma implicita variantes
modificadas de forma conservadora de la misma (p. ej., sustituciones de codones degenerados) y secuencias
complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente. Especificamente, como se detalla a continuacion, las
sustituciones de codones degenerados se pueden lograr generando secuencias en las que la tercera posicién de uno o
mas codones seleccionados (0 todos) se sustituye con restos de bases mixtas y/o desoxiinosina (Batzer et al., (1991)
Nucleic Acid Res. 19:5081; Ohtsuka et al., (1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; y Rossolini et al., (1994) Mol. Cell. Probes
8:91-98).

La expresién "unido operativamente”, en el contexto de los acidos nucleicos, se refiere a una relacién funcional entre dos
0 mas segmentos de polinucledtidos (p. ej.,, ADN). Normalmente, se refiere a la relacién funcional de una secuencia
reguladora de la transcripcién con una secuencia transcrita. Por ejemplo, una secuencia promotora o potenciadora esta
unida operativamente a una secuencia codificante si estimula 0 modula la transcripcion de la secuencia codificante en
una célula hospedadora apropiada u otro sistema de expresién. Generalmente, las secuencias reguladoras de la
transcripcién promotoras que estan unidas operativamente a una secuencia transcrita estan fisicamente contiguas a la
secuencia transcrita, es decir, son de accidn en c¢is. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de |la transcripcién,
tales como potenciadores, no necesitan estar fisicamente contiguas o ubicadas muy préximas a las secuencias
codificantes cuya transcripcién potencian.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se usan indistintamente en el presente documento para referirse a un polimero de
restos de aminoacidos. Los términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno 0 mas restos de aminoacidos
son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural correspondiente, asi como a polimeros de
aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos de origen no natural. Amenos que se indique lo contrario, una
secuencia polipeptidica particular también abarca de manera implicita variantes modificadas de forma conservadora de
la misma.

La expresion "conjugado de anticuerpo y farmaco” o "inmunoconjugado” como se usa en el presente documento se refiere
a la union de un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo con otro agente, tal como un agente
quimioterapéutico, una toxina, un agente inmunoterapéutico, una sonda de captura de imagenes y similares. La unién
puede ser por enlaces covalentes o interacciones no covalentes, tales como mediante fuerzas electrostaticas. Se pueden
emplear diversos conectores, conocidos en la técnica, para formar el conjugado de anticuerpo y farmaco. Adicionalmente,
el conjugado de anticuerpo y farmaco puede proporcionarse en forma de una proteina de fusién que puede expresarse a
partir de un polinucledtido que codifica el inmunoconjugado. Como se usa en el presente documento, "proteina de fusion"
se refiere a proteinas creadas mediante la unién de dos 0 méas genes o fragmentos de genes que originalmente codificaban
proteinas separadas (incluidos péptidos y polipéptidos). La traduccidn del gen de fusion da lugar a una Unica proteina con
propiedades funcionales procedentes de cada una de las proteinas originales.
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El término "sujeto" incluye seres humanos y animales no humanos. Los animales no humanos incluyen todos los
vertebrados, p. ej., mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas, perros, vacas, pollos, anfibios y
reptiles. Excepto cuando se indique otra cosa, los términos "paciente” o "sujeto” se usan en el presente documento
indistintamente.

La expresion "citotoxina" o "agente citotdxico", como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier agente
que sea perjudicial para el crecimiento y la proliferacién de las células y puede actuar para reducir, inhibir o destruir una
célula o neoplasia maligna.

La expresién "agente antineoplasico”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier agente que se
pueda utilizar para tratar un trastorno proliferativo celular, tal como el cancer, incluidos, pero sin limitacién, agentes
citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, radioterapia y agentes radioterapéuticos, agentes antineoplasicos dirigidos y
agentes inmunoterapéuticos.

La expresion "porcion farmacologica” o "carga util" como se usa en el presente documento se refiere a una porcion quimica
que esta conjugada con un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno de la invencién y puede incluir cualquier agente
terapéutico o de diagndstico, por ejemplo, un agente antineoplasico, antiinflamatorio, antiinfeccioso (p. €j., antifungico,
antibacteriano, antiparasitario, antivirico) o anestésico. Por ejemplo, la porcion farmacolégica puede ser un agente
antineoplasico, tal como una citotoxina. En determinadas realizaciones, se selecciona una porcion farmacolégica entre un
inhibidor de V-ATPasa, un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtubulos,
un desestabilizador de microtubulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina
aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacién nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, un inhibidor de
reacciones de transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de proteinas, un inhibidor de
cinasas, un inhibidor de CDK2, un inhibidor de CDK9, un inhibidor del proteasoma, un inhibidor de cinesinas, un inhibidor
de HDAC, un agente que dafia el ADN, un agente alquilante del ADN, un intercalante de ADN, un agente de unién al surco
menor del ADN y un inhibidor de DHFR. Se conocen en la técnica métodos para unir cada uno de estos a un conector
compatible con los anticuerpos y un método de la invencién. Véase, p. €j., Singh et al., (2009) Therapeutic Antibodies:
Methods and Protocols, vol. 525, 445-457. Ademas, una carga util puede ser una sonda biofisica, un fluoroforo, un
marcador de espin, una sonda infrarroja, una sonda de afinidad, un quelante, una sonda espectroscopica, una sonda
radioactiva, una molécula lipidica, un polietilenglicol, un polimero, un espin. etiqueta, ADN, ARN, una proteina, un péptido,
una superficie, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una nanoparticula, un punto cuantico, un liposoma, una
particula de PLGA, un sacarido o un polisacarido.

La expresion "porcidn farmacoldgica maitansinoide” se refiere a la subestructura de un conjugado de anticuerpo y farmaco
que tiene la estructura de un compuesto maitansinoide. La maitansina se aislé por primera vez del arbusto de Africa
oriental Maytenus serrata (patente de los EE. UU. n.° 3.896.111). Posteriormente, se descubri6 que determinados
microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres de maitansinol C-3 (patente de los EE. UU.
n.° 4.151.042). Se han descrito maitansinol sintético y analogos de maitansinol. Véanse las patentes de los EE. UU. n.°
4.137.230; 4.248.870, 4.256.746; 4.260.608, 4.265.814; 4.294.757, 4.307.016; 4.308.268;, 4.308.269; 4.309.428;
4.313.946; 4.315.929; 4.317.821; 4.322.348; 4.331.598; 4.361.650; 4.364.866; 4.424.219; 4.450.254; 4.362.663; y
4.371.533 y Kawai et al. (1984) Chem. Pharm. Bull. 3441-3451). Los ejemplos de maitansinoides especificos Utiles para
la conjugacion incluyen DM1, DM3 y DM4.

El término "tumor" se refiere a la proliferacion y el crecimiento celular neoplasico, ya sea maligno o benigno, y todas las
células y tejidos precancerosos y cancerosos.

La expresién "actividad antitumoral" se refiere a una reduccién en la tasa de proliferacién, viabilidad o actividad
metastasica de células tumorales. Por ejemplo, la actividad antitumoral puede mostrarse por una disminucién de la tasa
de crecimiento de células andmalas que surge durante la terapia o la estabilidad o reduccion del tamafio del tumor, o una
supervivencia mas larga debido a la terapia en comparacidon con el control sin terapia. Dicha actividad se puede evaluar
utilizando modelos tumorales in vitro o in vivo aceptados, que incluyen, pero sin limitacidon, modelos de xenoinjerto,
modelos de aloinjerto, modelos de MMTV y otros modelos conocidos en la técnica para investigar la actividad antitumoral.

La expresién "neoplasia maligna" se refiere a un tumor no benigno o un cancer. Como se usa en el presente documento,
el término "cancer" incluye una neoplasia maligna caracterizada por un crecimiento celular desregulado o descontrolado.
Los tipos de cancer ilustrativos incluyen: carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas.

Eltérmino "cancer" incluye tumores malignos primarios (p. €j., aquellos cuyas células no han migrado a sitios en el cuerpo
del sujeto distintos del sitio del tumor original) y tumores malignos secundarios (p. €j., los que surgen de la metastasis, la
migracién de células tumorales a sitios secundarios que son diferentes del sitio del tumor original).

El término "P-cadherina" (que también se conoce como Pcad, PCad o CDH3) se refiere al acido nucleico y la secuencia

de aminoacidos de la P-cadherina, que se han publicado en los numeros de referencia de GenBank NP_001784,
NP_001784.2 (secuencia de aminoacidos) y NM_001793.4, numeros de referencia de GenBank AA14462, NG_009096 y
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NG_009096.1 (secuencias de nucleétidos). La informacién de secuencia de los dominios 1-5 de P-cadherina humana es
extracelular y esta publicada en los numeros de referencia de GenBank NM_001793.4 y NP_001784.

"P-cadherina" también se refiere a proteinas y secuencias de aminoacidos que en toda su longitud tienen al menos
aproximadamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia con
la secuencia de aminoacidos de los numeros de referencia de GenBank anteriores NP_001784, NP_001784.2.

Estructuralmente, una secuencia de acido nucleico de P-cadherina presenta sobre su dominio extracelular al menos
aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % de identidad de secuencia
con la secuencia de acido nucleico del numero de referencia de GenBank NM_001793.4, numeros de referencia de
GenBank AA14462, NG_009096 y NG_009096.1.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "tratar”, "que trata" o "tratamiento” de cualquier enfermedad o
trastorno se refiere, en una realizacion, a aliviar la enfermedad o el trastorno (es decir, ralentizar o detener o reducir el
desarrollo de la enfermedad o al menos uno de los sintomas clinicos de esta). En otra realizacion, "tratar", "que trata" o
"tratamiento” se refiere a aliviar o mejorar al menos un parametro fisico que incluye los que pueden no ser discernibles
por el paciente. En otra realizacion mas, "tratar”, "que trata" o "tratamiento” se refiere a modular la enfermedad o trastorno,
ya sea fisicamente (p. €j., estabilizacion de un sintoma perceptible), fisiologicamente (p. €j., estabilizacidn de un parametro

fisico), 0 ambos. En otra realizacion mas, "tratar”, "que trata" o "tratamiento"” se refiere a prevenir o retrasar la aparicién o
el desarrollo o avance de la enfermedad o trastorno.

La expresion "cantidad terapéuticamente aceptable” o "dosis terapéuticamente eficaz" se refiere indistintamente a una
cantidad suficiente para lograr el resultado deseado (es decir, una reduccién del tamafio del tumor, inhibicién del
crecimiento del tumor, prevenciéon de metastasis, inhibicidon o prevencion de infecciones viricas, bacterianas, fungicas o
parasitarias). En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente aceptable no induce ni provoca efectos
secundarios no deseados. En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente aceptable induce o causa efectos
secundarios, pero solo los que son aceptables por los profesionales sanitarios en vista del estado del paciente. Una
cantidad terapéuticamente aceptable se puede determinar administrando en primer lugar una dosis baja y a continuacion
incrementando de forma gradual esa dosis hasta que se consiga el efecto deseado. Una "dosis profilacticamente eficaz"
y una "dosis terapéuticamente eficaz" de las moléculas de la invencién puede prevenir el inicio o dar lugar a una reduccién
de la gravedad de, respectivamente, los sintomas patoldgicos, incluidos sintomas asociados con el cancer.

El término "coadministrar” se refiere a la presencia de dos agentes activos en la sangre de un individuo. Los agentes
activos que se coadministran se pueden suministrar de forma simultanea o secuencial.

La presente invencién proporciona anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) y
conjugados de los mismos con farmacos, es decir, conjugados de anticuerpos y farmacos o CAF, que se unen a P-
cadherina. En particular, la presente invencion proporciona anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos
de unidén a antigeno) que se unen a P-cadherina y se internalizan tras dicha unién. Los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) de la presente invencion se pueden utilizar para producir conjugados
de anticuerpos y farmacos. Ademas, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpos y farmacos que tienen
caracteristicas farmacocinéticas deseables y otros atributos deseables y, por lo tanto, pueden usarse para tratar el cancer
que expresa P-cadherina. La presente invencién proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden los
conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencidon y métodos para preparar y utilizar dichas composiciones
farmacéuticas para el tratamiento del cancer.

Conjugados de anticuerpos y farmacos

La presente invencién proporciona conjugados de anticuerpos y farmacos también denominados inmunoconjugados, en
los que un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno o su equivalente funcional que se une especificamente a la P-
cadherina estéa ligado a una porcion farmacoldgica. En un aspecto, los anticuerpos, los fragmentos de unidén a antigeno o
sus equivalentes funcionales de la invencién se ligan, mediante unidn covalente a través de un conector, a una porcién
farmacoldgica que es un agente antineoplasico. Los conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencion pueden
administrar selectivamente una dosis eficaz de un agente antineoplasico (p. €j., un agente citotéxico) a tejidos tumorales
que expresan P-cadherina, de modo que se puede lograr una mayor selectividad (y una dosis eficaz mas baja).

En un aspecto, la invencion proporciona un inmunoconjugado de Férmula (1):

Ab-(L-(D)m)n
en donde Ab representa un anticuerpo de unién a P-cadherina como se define en las reivindicaciones;
L es un conector;

D es una porcion farmacologica;
14
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m es un numero enteroentre 1y 8,y

n es un numero entero entre 1 y 10. En algunas realizaciones, n es un numero entero entre 2y 8 o entre 2y 5. En una
realizacién especifica, n es 2, 3 0 4. En algunas realizaciones, m es 1; en otras realizaciones, mes 2, 3 0 4.

Si bien la relacién farmaco/anticuerpo tiene un valor exacto para una molécula conjugada especifica (p. ej., n multiplicado
por m en Formula (1)), se entiende que el valor a menudo sera un valor promedio cuando se usa para describir una muestra
que contiene muchas moléculas, debido a cierto grado de falta de homogeneidad, normalmente asociado con la etapa de
conjugacién. La carga promedio para una muestra de un inmunoconjugado se denomina en el presente documento
"relacion farmaco/anticuerpo” o "RFA". En algunas realizaciones, cuando el farmaco es maitansinoide, se denomina
"RMA". En algunas realizaciones, la RFA esta entre aproximadamente 2 y aproximadamente 6, y normalmente es
aproximadamente 3, 3,5, 4, 4,5, 5,55, 6, 6,5, 7,0, 7,5. 8,0. En algunas realizaciones, al menos un 50 % de una muestra
en peso es un compuesto que tiene la RFA promedio mas o menos 2 y preferiblemente al menos un 50 % de la muestra
es un conjugado que contiene la RFA promedio mas o menos 1. Las realizaciones incluyen inmunoconjugados en donde
la RFA es aproximadamente 3,5, 3,6, 3,7, 3,8 0 3,9. En algunas realizaciones, una RFA de "aproximadamente n" significa
que el valor medido para RFA esta a un intervalo del 20 % de n.

La presente invencion también esta dirigida a inmunoconjugados que comprenden los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos (p. ej., fragmentos de union a antigeno) y sus equivalentes funcionales como se definen en las
reivindicaciones, ligados o conjugados con una porcién farmacolégica. En una realizacién, la porcion farmacolégica D es
una porcion farmacoldgica maitansinoide, incluidas las que tienen la estructura:

donde la linea ondulada indica la unidén covalente del atomo de azufre del maitansinoide a un conector de un conjugado
de anticuerpo y farmaco. R en cada caso es independientemente H o alquilo C+1-Cs. La cadena de alquileno que une el
grupo amida al atomo de azufre puede ser metanilo, etanilo o propilo, es decir, m es 1, 2 0 3. (Patente de los EE. UU.
n.° 633.410, patente de los EE. UU. n.° 5.208.020, Chari et al. (1992) Cancer Res. 52;127-131, Lui et al. (1996) Proc. Natl.
Acad. Sci. 93:8618-8623).

Todos los estereoisémeros de la porcion farmacoldgica maitansinoide se contemplan para los inmunoconjugados de la
invencidn, es decir, cualquier combinacién de configuraciones R y S en los carbonos quirales del maitansinoide. En una
realizacién, la porcién farmacolégica maitansinoide tiene la siguiente estereoquimica.

15
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En una realizacion, la porcion farmacolégica maitansinoide es N2-desacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)}-maitansina (que

también se conoce como DM1). DM1 esta representada por la siguiente férmula estructural.

1
\;/\N CHQQHQSmg

DM1
En otra realizacion, la porcién farmacoldgica maitansinoide es N?-desacetilo-N?-(4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina (que

también se conoce como DM3). DM3 esta representada por la siguiente férmula estructural.
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M3
En otra realizacion, la porcién farmacoldgica maitansinoide es NZ-desacetilo-A?-(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-

10
maitansina (que también se conoce como DM4). DM4 esta representada por la siguiente formula estructural.
= O
o ¥ Ma
%‘\//\N
i | \s—mg
! fde

DM4
15
La porcién farmacolégica D puede unirse al anticuerpo Ab a través del conector L. L es cualquier resto quimico capaz de

unir la porcién farmacologica al anticuerpo mediante enlaces covalentes. Un reactivo de reticulacién es un reactivo
16
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bifuncional o multifuncional que se puede usar para unir una porcién farmacolégica y un anticuerpo para formar
conjugados de anticuerpos y farmacos. Los conjugados de anticuerpos y farmacos se pueden preparar usando un reactivo
de reticulacién que tenga una funcionalidad reactiva capaz de unirse tanto a la porcion farmacolégica como al anticuerpo.
Por ejemplo, una cisteina, un tiol o una amina, p. €j., el extremo N 0 una cadena lateral de un aminoacido, tal como una
lisina del anticuerpo, pueden formar un enlace con un grupo funcional de un reactivo de reticulacion.

En una realizacién, L es un conector escindible. En otra realizacién, L es un conector no escindible. En algunas
realizaciones, L es un conector labil frente a acidos, un conector fotolabil, un conector escindible con peptidasa, un
conector escindible con esterasa, un conector escindible por enlaces disulfuro, un conector hidréfilo, un conector
procargado o un conector a base de acido dicarboxilico.

Los reactivos de reticulacién adecuados que forman un conector no escindible entre la porcidn farmacolégica, por ejemplo,
maitansinoide, y el anticuerpo son bien conocidos en la técnica, y pueden formar enlaces no escindibles que comprenden
un atomo de azufre (tal como SMCC) o los que no tienen atomo de azufre. Los reactivos de reticulacién preferidos que
forman enlaces no escindibles entre la porcién farmacolégica, por ejemplo, maitansinoide, y el anticuerpo comprenden
una porcidn a base de maleimido o haloacetilo. Segun la presente invencién, se dice que dichos conectores no escindibles
derivan de porciones a base de maleimido o haloacetilo.

Los reactivos de reticulacién que comprenden un resto a base de maleimido incluyen, entre otros, N-succinimidil-4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo
(sulfo-SMCC), N-succinimidil-4-(maleimidometil)ciclohexano-1-carboxi-(6-amidocaproato), que es un analogo de "cadena
larga" de SMCC (LC-SMCC), N-éster succinimidilico de acido k-maleimidoundeconoico (KMUA), N-éster succinimidilico
de acido y-maleimidobutirico (GMBS), N-éster succinimidilico de acido e-maleimidocaproico (EMCS), éster de m-
maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de N-(o-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMSA), succinimidil-6-(B-
maleimidopropionamido)hexanoato (SMPH), N-succinimidil-4-(p-maleimidofenil)-butirato (SMPB), N-(-p-
maleomidofenil)isocianato (PMIP) y reactivos de reticulacion a base de maleimido que contienen un espaciador de
polietilenglicol, tales como MAL-PEG-NHS. Estos reactivos de reticulacion forman enlaces no escindibles derivados de
porciones a base de maleimido. A continuacion se muestran estructuras representativas de reactivos de reticulacion a
base de maleimido.

0
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(N 8} { %@'VO‘N%
& \QI/ N & & SosNa
o 0 I~ g
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C Sulfo-SMCC
j PEG, O [
!’ N/\\/ L,GW.L\N,
. ¢
{ O 4
O &)

MAL-PEG-NHS

En otra realizacidon, el conector L deriva de N-succinimidil-4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo (sulfo-SMCC) o MAL-PEG-NHS.

Los reactivos de reticulacién que comprenden un resto a base de haloacetilo incluyen N-succinimidil yodoacetato (SIA),
N-succinimidil  (4-yodoacetil)aminobenzoato (SIAB), N-succinimidil bromoacetato (SBA) y N-succinimidil 3-
(bromoacetamido)propionato (SBAP). Estos reactivos de reticulacién forman conectores no escindibles derivados de
porciones a base de maleimido. A continuacion se muestran estructuras representativas de reactivos de reticulacion a
base de haloacetilo.
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En una realizacién, el conector L deriva de N-succinimidil yodoacetato (SIA) o N-succinimidil (4-yodoacetil)aminobenzoato
(SLAB).

Los reactivos de reticulacion adecuados que forman un conector escindible entre la porcién farmacolégica, por ejemplo,
maitansinoide, y el anticuerpo son bien conocidos en la técnica. Los conectores que contienen disulfuro son conectores
escindibles mediante intercambio de disulfuro, lo que puede suceder en condiciones fisioldgicas. Segun la presente
invencidn, se dice que dichos conectores escindibles derivan de porciones a base de disulfuro. Los reactivos de
reticulacion de disulfuro adecuados incluyen N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), N-succinimidil-4-(2-
piridilditio)pentanoato (SPP), N-succinimidil-4-(2-piridilditio) butanoato (SPDB) y N-succinimidil-4-(2-piridilditio)-2-sulfo-
butanoato (sulfo-SPDB), cuyas estructuras se muestran a continuacion. Estos reactivos de reticulacion forman un
conectores escindible derivado de porciones a base de disulfuro.
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N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP),
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N-succinimidil-4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB) y
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0
o

N-succinimidil-4-(2-piridilditio)-2-sulfo-butanoato (sulfo-SPDB).

Noz=z

En una realizacion, el conector L deriva de N-succinimidil-4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB).
Los reactivos de reticulacion adecuados que forman un conector con carga entre la porciéon farmacolégica, por ejemplo,

maitansinoide, y el anticuerpo se conocen como reactivos de reticulacién procargados. En una realizacion, el conector L
deriva del reactivo de reticulacién procargado CX1-1. La estructura de CX1-1 se encuentra a continuacion.

o

K 9 y 9 b 0

NN SN S N O, K

ooy
o

2,5-dioxopirrolidin-1-il 17-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14-tetraoxo-4,7,10,13-tetraazaheptadecan-1-oato
(CX1-1)

Cada uno de los reactivos de reticulacién representados anteriormente contiene, en un extremo del reactivo de reticulacion,
un NHS-éster que reacciona con una amina primaria del anticuerpo para formar un enlace amiday, en el otro extremo, un
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grupo maleimida o grupo piridinildisulfuro que reacciona con el sulfhidrilo de la porcion farmacolégica maitansionoide para
formar un enlace tioéter o disulfuro.

En una realizacién, el conjugado de la presente invencién esta representado por una cualquiera de las siguientes férmulas
estructurales

O

: O .
Oy ~ N /U\/\S o )
o 0 | ‘C::N \/O}‘NHm—Ab
CASNAA S

Ab-CX1-1-DM1
en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la invencidén que se une especificamente a P-cadherina;

n, que indica el numero de grupos D-L unidos al Ab mediante la formacion de un enlace amida con una amina primaria
del Ab, es un numero entero de 1 a 10. En una realizacién, n es un numero entero entre 2y 8 o entre 2y 5. En una
realizacién especifica, n es 3 0 4.

En una realizacién, la relacién molar promedio de farmaco (p. ej., DM1 o DM4) con respecto al anticuerpo en el conjugado
(es decir, el valor n promedio, que también se conoce como relacion de maitansinoide/anticuerpo (MAR)) es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10, de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 (p. €j., 1,9, 2,0, 21, 2,2, 2,3,
24,25 26,27,2,8,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42 43,44,45 46,47,4,8,49 50,51,
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52,53,54,5556,57,58,5960,61,6263,64,6566,67,686097071,7273747576,77,78,79,
8,0, o 8,1), de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 7, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5, de
aproximadamente 2,5 a aproximadamente 4,5 (p. €j., aproximadamente 2,5, aproximadamente 2,6, aproximadamente 2,7,
aproximadamente 2,8, aproximadamente 2,9, aproximadamente 3,0, aproximadamente 3,1, aproximadamente 3,3,
aproximadamente 3,4, aproximadamente 3,5, aproximadamente 3,6, aproximadamente 3,7, aproximadamente 3,8,
aproximadamente 3,9, aproximadamente 4,0, aproximadamente 4,1, aproximadamente 4,2, aproximadamente 4,3,
aproximadamente 4,4, aproximadamente 4,5), de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 4,0, de aproximadamente
3,2 a aproximadamente 4,2 o de aproximadamente 4,5 a 55 (p. ej., aproximadamente 4,5, aproximadamente 4,6,
aproximadamente 4,7, aproximadamente 4,8, aproximadamente 4,9, aproximadamente 5,0, aproximadamente 5,1,
aproximadamente 5,2, aproximadamente 5,3, aproximadamente 5,4 o aproximadamente 5,5).

En un aspecto de lainvencién, el conjugado de |la presente invencién tiene una pureza sustancialmente alta y tiene una o
mas de las siguientes caracteristicas: (a) mas de aproximadamente el 90 % (p. €j., mas de o igual a aproximadamente el
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %), preferiblemente mas de aproximadamente el 95 %, de
especies conjugadas son monomeéricas, (b) el nivel de conector sin conjugar en la preparacion de conjugado es inferior a
aproximadamente el 10 % (p. €j., inferior o igual a aproximadamente el 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2%, 1% o
0 %) (en relacion con el conector total), (¢) menos del 10 % de las especies conjugadas estan reticuladas (p. €j., menos
de o igual a aproximadamente el 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 % 0 0 %), (d) el nivel de farmaco libre (p. €j.,
DM1 o DM4) en la preparacién de conjugado es inferior a aproximadamente el 2% (p. ej., inferior o igual a
aproximadamente el 1,5 %, 1,4 %, 1,3%, 1,2%, 1,1 %, 1,0 %, 0,9 %, 0,8 %, 0,7 %, 0,6 %, 0,5 %, 0,4 %, 0,3 %, 0,2 %,
0,1 % o0 0 %) (mol/mol en relacidn con el agente citotéxico total) y/o (€) no se produce ningun aumento sustancial del nivel
de farmaco libre (p. ej., DM1 o DM4) durante el almacenamiento (p. ej., después de aproximadamente 1 semana,
aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses,
aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses, aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses,
aproximadamente 1 afio, aproximadamente 2 afios, aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afios o
aproximadamente 5 afios). "Aumento sustancial" del nivel de farmaco libre (p. ej., DM1 o DM4) significa que después de
cierto tiempo de almacenamiento (p. ej., aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente
3 semanas, aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, aproximadamente 3 meses, aproximadamente 4 meses,
aproximadamente 5 meses, aproximadamente 6 meses, aproximadamente 1 afio, aproximadamente 2 afios,
aproximadamente 3 afios, aproximadamente 4 afios 0 aproximadamente 5 afios), el aumento del nivel de farmaco libre
(p. €., DM1 o DM4) es menos de aproximadamente 0,1 %, aproximadamente 0,2 %, aproximadamente 0,3 %,
aproximadamente 0,4 %, aproximadamente 0,5 %, aproximadamente 0,6 %, aproximadamente 0,7 %, aproximadamente
0,8 %, aproximadamente 0,9 %, aproximadamente 1,0%, aproximadamente 1,1 %, aproximadamente 1,2 %,
aproximadamente 1,3 %, aproximadamente 1,4 %, aproximadamente 1,5 %, aproximadamente 1,6 %, aproximadamente
1,7 %, aproximadamente 1,8 %, aproximadamente 1,9 %, aproximadamente 2,0 %, aproximadamente 2,2 %,
aproximadamente 2,5 %, aproximadamente 2,7 %, aproximadamente 3,0 %, aproximadamente 3,2 %, aproximadamente
3,5 %, aproximadamente 3,7 % o aproximadamente 4,0 %.

Como se usa en el presente documento, la expresion “"conector sin conjugar” se refiere al anticuerpo que esta unido
covalentemente con un conector derivado de un reactivo de reticulacién (p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB
0 CX1-1), en donde el anticuerpo no esta acoplado covalentemente al farmaco (p. €j., DM1 o0 DM4) a través de un conector
(es decir, el "conector sin conjugar” puede estar representado por Ab-MCC, Ab-SPDB o0 Ab-CX1-1).

1. Porcién farmacoldgica

La presente invencién proporciona inmunoconjugados que se unen especificamente a P-cadherina. Los conjugados de
anticuerpos y farmacos de la invencién comprenden anticuerpos anti-P-cadherina, fragmentos de anticuerpo (p. €j.,
fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la invencion que estan conjugados con una porcién
farmacoldgica, p. ej., un agente antineoplasico, un agente de tratamiento autoinmunitario, un agente antiinflamatorio, un
agente antifungico, un agente antibacteriano, un agente antiparasitario, un agente antivirico o un agente anestésico. Los
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidn a antigeno) o equivalentes funcionales de la invencién
se pueden conjugar con varias porciones farmacolégicas idénticas o diferentes usando cualquier método conocido en la
técnica.

En determinadas realizaciones, la porcion farmacolégica de los inmunoconjugados de la presente invencion se selecciona
de un grupo que consiste en un inhibidor de la V-ATPasa, un agente proapoptético, un inhibidor de Bcl2, un inhibidor de
MCL1, un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador de microtubulos, un
desestabilizador de microtubulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP (metionina
aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacién nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, un inhibidor de Eg5,
inhibidores de proteasomas, un inhibidor de reacciones de transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de
la sintesis de proteinas, un inhibidor de cinasas, un inhibidor de CDK2, un inhibidor de CDK®, un inhibidor de cinesina, un
inhibidor de HDAC, un agente que dafia el ADN, un agente alquilante de ADN, un intercalante de ADN, un agente de unién
al surco menor del ADN y un inhibidor de DHFR.
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En una realizacién, la porcion farmacolégica de los inmunoconjugados de la presente invencién es una porcion
farmacoldgica maitansinoide, tal como, pero sin limitaciéon, DM1, DM3 o DM4.

Ademas, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales
de la presente invencion pueden conjugarse con una porcidon farmacolégica que modifica una respuesta bioldgica
determinada. Las porciones farmacolégicas no deben interpretarse como limitadas a agentes terapéuticos quimicos
clasicos. Por ejemplo, la porcién farmacolégica puede ser una proteina, un péptido o un polipéptido que posea una
actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina
de Pseudomonas, toxina colérica o toxina diftérica, una proteina tal como factor de necrosis tumoral, interferén a, interferon
B, factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas, activador tisular del plasminégeno, una
citocina, un agente apoptdtico, un agente antiangiogénico, o un modificador de |la respuesta bioldgica tal como, por ejemplo,
una linfocina.

En una realizacidn, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes
funcionales de la presente invencién se conjugan con una porcién farmacolégica, tal como una citotoxina, un farmaco (p.
€j., un inmunosupresor) o una radiotoxina. Los ejemplos de citotoxinas incluyen, pero sin limitacion, taxanos (véanse, p.
€j., las solicitudes de patente internacional (PCT) n.° WO 01/38318 y WO 03/097625), agentes alquilantes de ADN (p. €].,
analogos de CC-1085), antraciclinas, analogos de tubulisina, analogos de duocarmicina, auristatina E, auristatina F,
maitansinoides y agentes citotoxicos que comprenden una porcidn reactiva de polietilenglicol (véase, p. €]., Sasse et al.,
J. Antibiot. (Tokio), 53, 879-85 (2000), Suzawa et al., Bioorg. Medicina. Chem., 8, 2175-84 (2000), Ichimura et a/., J. Antibiot.
(Tokio), 44, 1045-53 (1991), Francisco et al., Blood (2003) (publicacién electronica antes de la publicacion impresa),
patentes de los EE. UU. n.° 5.475.092, 6.340.701, 6.372.738 y 6.436.931, publicacién de solicitud de patente de los
EE. UU. n.° 2001/0036923 A1, solicitud de patente de los EE. UU. pendiente n.° de ser. 10/024.290 y 10/116.053, y
solicitud de patente internacional (PCT) n.° WO 01/49698), taxon, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, t. colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxi antracina
diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol y puromicina y analogos u homélogos de los mismos. Los agentes terapéuticos también incluyen, por ejemplo,
antimetabolitos (p. ej., metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo dacarbazina), agentes de
ablacion (p. ej., mecloretamina, tiotepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfano, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C y cis-diclorodiamina platino (II) (DDP) cisplatino, antraciclinas
(p. €j., daunorrubicina (previamente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (p. ej., dactinomicina (previamente
actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC)) y agentes antimitéticos (p. ej., vincristina y vinblastina).
(Véase, p. €], el documento US20090304721 de Seattle Genetics).

Otros ejemplos de citotoxinas que pueden conjugarse con los anticuerpos, fragmentos de anticuerpo (fragmentos de union
a antigeno) o equivalentes funcionales de la divulgacion incluyen duocarmicinas, calicheamicinas, maitansinas y
auristatinas, y derivados de las mismas.

En la técnica se conocen diversos tipos de citotoxinas, conectores y métodos para conjugar agentes terapéuticos con
anticuerpos, véase, p. €j., Saito et al., (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail et al., (2003) Cancer Immunol.
Immunother. 52:328-337;, Payne, (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan y
Kreitman, (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter y Springer, (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la
presente invencién también se pueden conjugar con un is6topo radiactivo para generar radiofarmacos citotoxicos,
denominados radioinmunoconjugados. Los ejemplos de is6topos radiactivos que se pueden conjugar con anticuerpos
para su uso diagnostico o terapéutico incluyen, pero sin limitacién, yodo-131, indio-111, itrio-90 y lutecio-177. En |la técnica
se han establecido métodos para preparar radioinmunoconjugados. Estan disponibles en el mercado ejemplos de
radioinmunoconjugados, incluidos Zevalin™ (DEC Pharmaceuticals) y Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals), y se pueden
utilizar métodos similares para preparar radioinmunoconjugados utilizando los anticuerpos de la invencién. En
determinadas realizaciones, el quelante macrociclico es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N',N",N"'-tetraacético
(DOTA) que puede fijarse al anticuerpo mediante una molécula conectora. Dichas moléculas conectoras son conocidas
comunmente en la técnicay se describen en Denardo et al., (1998) Clin Cancer Res. 4(10):2483-90; Peterson et al., (1999)
Bioconjug. Chem. 10(4).553-7; y Zimmerman et al., (1999) Nucl. Med. Biol. 26(8):943-50.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la
presente invencidn también se pueden conjugar con una proteina o polipéptido heterélogo (o un fragmento del mismo,
preferiblemente con un polipéptido de al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al
menos 70, al menos 80, al menos 90 o al menos 100 aminoacidos) para generar proteinas de fusién. En particular, la
invencidn proporciona proteinas de fusién que comprenden un fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmento de union a
antigeno) descrito en el presente documento (p. €j., un fragmento Fab, fragmento Fd, fragmento Fv, fragmento F(ab)2, un
dominio VH, una CDR VH, un dominio VL o una CDR VL) y una proteina, polipéptido o péptido heterdlogo.

Se pueden generar proteinas de fusion adicionales a través de las técnicas de redistribucion de genes, redistribucion de
motivos, redistribucion de exones y/o redistribucién de codones (denominadas colectivamente "redistribucién de ADN").
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La redistribucién de ADN puede emplearse para alterar las actividades de anticuerpos de la invencidon o fragmentos de
los mismos (p. €j., anticuerpos o fragmentos de los mismos con afinidades mayores y velocidades de disociacién menores).
Véanse, en general, las patentes de los EE. UU. n.° 5.605.793, 5.811.238, 5.830.721, 5.834.252 y 5.837.458; Patten et
al., (1997) Curr. Opinion Biotechnol. 8:724-33; Harayama, (1998) Trends Biotechnol. 16(2).76-82; Hansson et al., (1999)
J. Mol. Biol. 287:265-76; y Lorenzo y Blasco, (1998) Biotechniques 24(2):308-313. Los anticuerpos o fragmentos de los
mismos, o los anticuerpos codificados o fragmentos de los mismos, se pueden alterar sometiéndolos a mutagénesis
aleatoria mediante PCR propensa a errores, insercion aleatoria de nucledtidos u otros métodos antes de la recombinacién.
Un polinucledtido que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a un antigeno puede
recombinarse con uno 0 mas componentes, motivos, secciones, partes, dominios, fragmentos, etc. de una o mas
moléculas heterdlogas.

Ademas, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales
de la presente invencidn se pueden conjugar con secuencias marcadoras, tales como un péptido, para facilitar la
purificacién. En realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos marcadora es un péptido de hexahistidina (SEQ ID
NO: 130), tal como el marcador proporcionado en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif.,
91311), entre otros, muchos de los cuales estan disponibles en el mercado. Como se describe en Gentz et al., 1989, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 86. 821-824, por ejemplo, la hexahistidina (SEQ ID NO: 130) proporciona una purificacién
conveniente de la proteina de fusion. Otros marcadores peptidicos Utiles para la purificacion incluyen, pero sin limitacion,
el marcador hemaglutinina ("HA"), que corresponde a un epitopo derivado de la proteina hemaglutinina del virus de la
gripe (Wilson et al., (1984) Cell 37:767) y el marcador "FLAG" (A. Einhauer et al., J. Biochem. Biophys. Methods 49: 455-
465, 2001). Segun la presente invencién, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno también pueden conjugarse
con péptidos que penetran en tumores para mejorar su eficacia.

En otras realizaciones, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unidén a antigeno) o equivalentes
funcionales de la presente invencion se conjugan con un agente de diagnéstico o detectable. Dichos inmunoconjugados
pueden ser Utiles para controlar o pronosticar el inicio, desarrollo, progresion y/o gravedad de una enfermedad o trastorno
como parte de un procedimiento de prueba clinica, tal como determinar la eficacia de una terapia particular. Dicho
diagnéstico y detecciéon se pueden lograr acoplando el anticuerpo a sustancias detectables que incluyen, pero sin
limitacion, diversas enzimas, tales como, pero sin limitacién, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa o acetilcolinesterasa; grupos prostéticos, tales como, pero sin limitacién, estreptavidina/biotina y
avidina/biotina; materiales fluorescentes, tales como, pero sin limitacion, Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 405, Alexa Fluor
430, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 500, Alexa Fluor 514, Alexa Fluor 532, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 555, Alexa Fluor
568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 610, Alexa Fluor 633, Alexa Fluor 847, Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680, Alexa Fluor
700, Alexa Fluor 750, umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina de
diclorotriazinilamina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; materiales luminiscentes, tales como, pero sin limitacién, luminol,
materiales bioluminiscentes, tales como, pero sin limitacion, luciferasa, luciferina y aecuorina; materiales radiactivos, tales
como, pero sin limitacion, yodo (13", 28], 123| y 121y carbono ('#C), azufre (3°S), tritio (3H), indio ("'®In, M3In, 2In e ""In),
tecnecio (*Tc), talio (2°'Ti), galio (®3Ga, ®Ga), paladio ('°*Pd), molibdeno (**Mo), xendn ('*Xe), fltior ('8F), 153Sm, ""7Lu,
1596d, 149pm, 140|_a, 175Yb, 166HO, 90Y, 47SC, 186Re, 188Re, 142PI’, 105Rh, 97RU, GSGe, 57CO, GSZn, 858[’, 32P, 153Gd, 169Yb, 51CI’,
54Mn, 75Se, #4Cu, 1"3Sny 17Sn; y metales emisores de positrones utilizando diversas tomografias por emision de positrones
y iones metalicos paramagnéticos no radiactivos.

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o equivalentes funcionales de la
invencidon también pueden unirse a soportes solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o purificacion
del antigeno diana. Dichos soportes sélidos incluyen, pero sin limitacion, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nailon,
poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

2. Conector

Como se usa en el presente documento, un "conector" es cualquier porcién quimica que sea capaz de unir un anticuerpo,
fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) o equivalente funcional a otra porciéon, tal como una
porcion farmacoldgica. Los conectores pueden ser susceptibles a la escision (conector escindible), tal como la escisidon
inducida por &cido, escisién fotoinducida, escisidén inducida por peptidasa, escision inducida por esterasa y escision por
enlace disulfuro, en condiciones en las que el compuesto o el anticuerpo permanece activo. Como alternativa, los
conectores pueden ser sustancialmente resistentes a la escision (p. ej., un conector estable o un conector no escindible).
En algunos aspectos, el conector es un conector procargado, un conector hidréfilo o un conector a base de acido
dicarboxilico.

En un aspecto, el conector utilizado en la presente invencidn deriva de un reactivo de reticulacién tal como N-succinimidil-
3-(2-piridilditio)propionato  (SPDP),  N-succinimidil  4-(2-piridilditio)pentanoato  (SPP),  N-succinimidil  4-(2-
piridilditio)butanoato (SPDB), N-succinimidil-4-(2-piridilditio)-2-sulfo-butanoato (sulfo-SPDB), N-succinimidil yodoacetato
(SIA), N-succinimidil(4-yodoacetil)aminobenzoato (SIAB), maleimida PEG NHS, N-succinimidil 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), N-sulfosuccinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (sulfo-
SMCC) o 2,5-dioxopirrolidin-1-il 17-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14-tetraoxo-4,7,10,13-tetraazaheptadecan-
1-oato (CX1-1).
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Los conectores no escindibles son cualquier porcidn quimica capaz de unir un farmaco, tal como un maitansinoide, a un
anticuerpo de manera estable y covalente, y no se incluyen en las categorias enumeradas anteriormente para conectores
escindibles. Por lo tanto, los conectores no escindibles son sustancialmente resistentes a la escisién inducida por acido,
a la escisién fotoinducida, a la escision inducida por peptidasa, a la escisién inducida por esterasa y a la escision de
enlaces disulfuro. Asimismo, no escindible se refiere a la capacidad del enlace quimico en el conector o adyacente al
conector para resistir la escisién inducida por un acido, un agente de escision fotolabil, una peptidasa, una esterasa o un
compuesto quimico o fisiologico que escinda un enlace disulfuro, en condiciones en las que el farmaco, tal como el
maitansionoide o el anticuerpo, no pierde su actividad.

Los conectores labiles frente a acido son conectores que se pueden escindir a pH acido. Por ejemplo, determinados
compartimentos intracelulares, tales como los endosomas y los lisosomas, tienen un pH acido (pH 4-5) y proporcionan
condiciones adecuadas para escindir enlaces labiles frente a acido.

Los conectores fotolabiles son conectores que son Utiles en la superficie del cuerpo y en muchas cavidades corporales
que son accesibles a la luz. Ademas, la luz infrarroja puede penetrar en el tejido.

Algunos conectores pueden escindirse mediante peptidasas, es decir, son conectores escindibles por peptidasa. Solo
determinados péptidos se escinden facilmente dentro o fuera de las células, véase, p. €j., Trout et al., 79 Proc. Natl. Acad.
Sci. EE. UU., 626-629 (1982) y Umemoto et al. 43 Int. J. Cancer, 677-684 (1989). Asimismo, los péptidos estan
compuestos por a-aminoéacidos y enlaces peptidicos, que quimicamente son enlaces amida entre el carboxilato de un
aminoacido y el grupo amino de un segundo aminoacido. Otros enlaces amida, tales como el enlace entre un carboxilato
y el grupo a-amino de la lisina, no se consideran enlaces peptidicos y se consideran no escindibles.

Algunos conectores pueden escindirse mediante esterasas, es decir, son conectores escindibles por esterasa.
Nuevamente, solo determinados ésteres pueden ser escindidos por las esterasas presentes dentro o fuera de las células.
Los ésteres se forman por la condensacién de un acido carboxilico y un alcohol. Los ésteres simples son ésteres
producidos con alcoholes simples, tales como alcoholes alifaticos y alcoholes ciclicos y aromaticos pequefios.

Los conectores procargados derivan de reactivos de reticulacion cargados que conservan su carga después de la
incorporacion en un conjugado de anticuerpo y farmaco. Se pueden encontrar ejemplos de conectores procargados en el
documento US 2009/0274713.

3. Conjugacién y preparacién de CAF

Los conjugados de la presente invencién se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica, tales
como los descritos en las patentes de los EE. UU. n.°7.811.572, 6.411.163, 7.368.565 y 8.163.888, y las publicaciones
de solicitudes de los EE. UU. 2011/0003969, 2011/0166319, 2012/0253021 y 2012/0259100.

Proceso de una etapa

En una realizacion, los conjugados de la presente invencién se pueden preparar mediante un proceso de una etapa. El
proceso comprende combinar el anticuerpo, el farmaco y el agente de reticulacién en un medio sustancialmente acuoso,
que contiene opcionalmente uno o mas codisolventes, a un pH adecuado. En una realizacion, el proceso comprende la
etapa de poner en contacto el anticuerpo de la presente invencidén con un farmaco (p. ej., DM1 o DM4) para formar una
primera mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco, y después poner en contacto la primera mezcla que comprende
el anticuerpo y el farmaco con un agente de entrecruzamiento (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1)
en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9 para proporcionar una mezcla que
comprende (i) el conjugado (p. ej., Ab-MCC-DM1, Ab-SPDB-DM4 o Ab-CX1-1-DM1), (ii) farmaco libre (p. €j., DM1 o0 DM4)
y (iii) subproductos de la reaccién.

En una realizacidn, el proceso de una etapa comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. €j., DM1 o
DM4) y después el agente de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) en una solucién que
tiene un pH de aproximadamente 6 o mas (p. €j., de aproximadamente 6 a aproximadamente 9, de aproximadamente 6 a
aproximadamente 7, de aproximadamente 7 a aproximadamente 9, de aproximadamente 7 a aproximadamente 8,5, de
aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,5, de aproximadamente 7,5 a aproximadamente 8,0, de aproximadamente
8,0 a aproximadamente 9,0 o de aproximadamente 8,5 a aproximadamente 9,0). Por ejemplo, el proceso de la invencién
comprende poner en contacto un agente de unién celular con el farmaco (DM1 o DM4) y después el agente de reticulacion
(p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 6,0,
aproximadamente 6,1, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3, aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5,
aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8, aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0,
aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3, aproximadamente 7,4, aproximadamente 7,5,
aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,7, aproximadamente 7,8, aproximadamente 7,9, aproximadamente 8,0,
aproximadamente 8,1, aproximadamente 8,2, aproximadamente 8,3, aproximadamente 8,4, aproximadamente 8,5,
aproximadamente 8,6, aproximadamente 8,7, aproximadamente 8,8, aproximadamente 8,9 o aproximadamente 9,0. En
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una realizacion especifica, el proceso de la invencidon comprende poner en contacto un agente de unién celular con el
farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) y después el agente de reticulacion (p. gj., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-
1) en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 7,8 (p. ej.,, unpHde 76a80ounpHde 7,7 a7,9).

El proceso de una etapa (es decir, poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. ej., DM1 o0 DM4) y después el agente
de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) se pueden llevar a cabo a cualquier temperatura
adecuada conocida en la técnica. Por ejemplo, el proceso de una etapa puede realizarse a aproximadamente 20 °C o
menos (p. €j., de aproximadamente -10 °C (siempre que se evite que la solucién se congele, p. €j., por la presencia de
disolvente organico usado para disolver el agente citotoxico y el reactivo de reticulacion bifuncional) a aproximadamente
20 °C, de aproximadamente 0 °C a aproximadamente 18 °C, de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 16 °C), a
temperatura ambiente (p. ej., de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C o de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 25 °C) o0 a una temperatura elevada (p. €j., de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 37 °C). En
una realizacion, el proceso de una etapa se realiza a una temperatura de aproximadamente 16 °C a aproximadamente
24 °C (p. €j., aproximadamente 16 °C, aproximadamente 17 °C, aproximadamente 18 °C, aproximadamente 19 °C,
aproximadamente 20 °C, aproximadamente 21 °C, aproximadamente 22 °C, aproximadamente 23 °C, aproximadamente
24 °C o aproximadamente 25 °C). En otra realizacion, el proceso de una etapa se lleva a cabo a una temperatura de
aproximadamente 15 °C o menos (p. ej., de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 15 °C o de aproximadamente
0 °C a aproximadamente 15 °C). Por ejemplo, el proceso comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p.
ej., DM1 o DM4) y después el agente de reticulacion (p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) a una
temperatura de aproximadamente 15 °C, aproximadamente 14 °C, aproximadamente 13 °C, aproximadamente 12 °C,
aproximadamente 11 °C, aproximadamente 10 °C, aproximadamente 9 °C, aproximadamente 8 °C, aproximadamente
7 °C, aproximadamente 6 °C, aproximadamente 5 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente
2°C, aproximadamente 1°C, aproximadamente 0°C, aproximadamente -1°C, aproximadamente -2 °C,
aproximadamente -3 °C, aproximadamente -4 °C, aproximadamente -5 °C, aproximadamente -6 °C, aproximadamente -
7 °C, aproximadamente -8 °C, aproximadamente -9 °C o aproximadamente -10 °C, siempre que se evite que la solucién
se congele, p. ej., por la presencia de disolvente o disolventes organicos utilizados para disolver el agente de reticulacién
(p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, Sulfo-SPDB SPDB o CX1-1). En una realizacién, el proceso comprende poner en contacto el
anticuerpo con el farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) y después el agente de reticulacién (c SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-
SPDB o CX1-1) a una temperatura de aproximadamente -10 °C a aproximadamente 15 °C, de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 15°C, de aproximadamente 0°C a aproximadamente 10°C, de aproximadamente 0°C a
aproximadamente 5°C, de aproximadamente 5°C a aproximadamente 15°C, de aproximadamente 10°C a
aproximadamente 15°C o de aproximadamente 5°C a aproximadamente 10 °C. En otra realizacion, el proceso
comprende poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) y después el agente de reticulacion (p. €.,
SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) a una temperatura de aproximadamente 10 °C (p. €j., una temperatura
de 8 °C a 12 °C o una temperatura de 9 °C a 11 °C).

En una realizacidn, el contacto descrito anteriormente se efectlia proporcionando el anticuerpo y poniendo después en
contacto el anticuerpo con el farmaco (p. ej.,, DM1 o DM4) para formar una primera mezcla que comprende el anticuerpo
y el farmaco (p. ej., DM1 o0 DM4) y después poner en contacto la primera mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco
(p. €j., DM1 o DM4) con el agente de reticulacién (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1). Por ejemplo,
en una realizacion, el anticuerpo se proporciona en un recipiente de reaccién, el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) se afiade al
recipiente de reaccion (poniéndolo de este modo en contacto con el anticuerpo) y después el agente de reticulacion (p.
ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) a la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. €j., DM1
o0 DM4) (poniendo de este modo en contacto la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco). En una realizacion, el
anticuerpo se proporciona en un recipiente de reacciony el farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) se afiade al recipiente de reaccion
inmediatamente después de proporcionar el anticuerpo al recipiente. En otra realizacion, el anticuerpo se proporciona en
un recipiente de reaccidn y el farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) se afiade al recipiente de reaccién después de un intervalo de
tiempo tras proporcionar el anticuerpo al recipiente (p. €j., aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos,
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 50
minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1 dia o mas después de proporcionar el agente de unién a células
al espacio). El farmaco (p. €j., DM1 0 DM4) se pueden afiadir rapidamente (es decir, en un intervalo de tiempo corto, tal
como aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos) o lentamente (tal como usando una bomba).

La mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) pueden entonces ponerse en contacto con el
agente de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) ya sea inmediatamente después de poner
el anticuerpo en contacto con el farmaco (p. €j., DM1 o DM4) o en algun momento posterior (p. €j., de aproximadamente
5 minutos a aproximadamente 8 horas o mas) después de poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. €j., DM1 o
DM4). Por ejemplo, en una realizacion, el agente de reticulacién (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-
1) se afiade a la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. €j., DM1 o DM4) inmediatamente después de la
adicién del farmaco (p. ej., DM1 o DM4) al recipiente de reaccién que comprende el anticuerpo. Como alternativa, la
mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) puede ponerse en contacto con el agente de
reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) a aproximadamente 5 minutos, aproximadamente
10 minutos, aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 30 minutos, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2
horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas,
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aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas 0 mas después de que el anticuerpo entre en contacto con el
farmaco (p. ej., DM1 0 DM4).

Después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) se pone en contacto con el
agente de reticulacién (p. ej.,, SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) se permite que la reaccién prosiga
durante aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas,
aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas,
aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas o mas
(p. €j., aproximadamente 30 horas, aproximadamente 35 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 45 horas
0 aproximadamente 48 horas).

En una realizacion, el proceso de una etapa comprende ademas un paso de inactivacion para inactivar cualquier farmaco
que no haya reaccionado (p. ej., DM1 o DM4) y/o agente de reticulacién que no haya reaccionado (p. ej., SMCC, Sulfo-
SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1). La etapa de inactivacion normalmente se realiza antes de la purificacion del
conjugado. En una realizacién, la mezcla se inactiva poniendo en contacto la mezcla con un reactivo de inactivacion.
Como se usa en el presente documento, el "reactivo de inactivacion” se refiere a un reactivo que reacciona con el farmaco
libre (p. ej., DM1 o DM4) y/o agente de reticulacién (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1). En una
realizacién, se pueden usar reactivos de inactivacion de maleimida o haloacetamida, tales como acido 4-maleimidobutirico,
acido 3-maleimidopropionico, N-etilmaleimida, yodoacetamida o &cido yodoacetamidopropidnico, para garantizar que
cualquier grupo que no haya reaccionado (tal como tiol) en el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) se inactive. La etapa de
extincién puede ayudar a prevenir la dimerizacidon del farmaco (p. ej., DM1). La DM1 dimerizada puede resultar dificil de
eliminar. Tras la inactivacién con reactivos inactivadores de tiol polares y con carga (tales como el acido 4-
maleimidobutirico o el acido 3-maleimidopropiénico), el exceso de DM1 que no ha reaccionado se convierte en un aducto
polar, con cargay soluble en agua que se puede separar facilmente del conjugado unido covalentemente durante la etapa
de purificacién. También se puede utilizar la inactivacion con reactivos inactivadores de tiol neutros y no polares. En una
realizacién, la mezcla se inactiva poniendo en contacto la mezcla con un reactivo de inactivacion que reacciona con el
agente de reticulacion que no ha reaccionado (p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1). Por ejemplo, se
pueden afiadir nucledfilos a la mezcla para inactivar cualquier SMCC que no haya reaccionado. El nucledfilo es
preferiblemente un grupo amino que contiene un nucledfilo, tal como lisina, taurina e hidroxilamina.

En una realizacién preferida, se permite que la reaccién (es decir, poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. €j.,
DM1 o DM4) y después el agente de reticulacién (p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1)) prosiga hasta
su finalizacién antes de poner en contacto la mezcla con un reactivo de inactivacion. A este respecto, el reactivo de
inactivacion se afiade a la mezcla de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 48 horas (p. €j., aproximadamente 1
hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 13 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas,
aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas,
aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas o de aproximadamente 25 horas a
aproximadamente 48 horas) después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) se
ponga en contacto con el agente de reticulacién (p. €j., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1).

Como alternativa, la mezcla se inactiva reduciendo el pH de la mezcla a aproximadamente 5,0 (p. €j., 4,8, 4,9, 50,510
5,2). En otra realizacidn, la mezcla se inactiva reduciendo el pH a menos de 6,0, menos de 5,5, menos de 5,0, menos de
4,8, menos de 4,6, menos de 4,4, menos de 4,2, menos de 4,0. Como alternativa, el pH se reduce hasta de
aproximadamente 4,0 (p. €j., 3,8, 3,9, 4,0, 4,1 o 4,2) a aproximadamente 6,0 (p. €j., 5,8, 5,9, 6,0, 6,1 0 6,2), de
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 5,0, de aproximadamente 4,5(p. €j., 4,3, 4,4, 4,5, 4,6 0 4,7) a aproximadamente
5,0. En una realizacion, la mezcla se inactiva reduciendo el pH de la mezcla a 4,8. En otra realizacion, la mezcla se
inactiva reduciendo el pH de la mezcla a 5,5.

En una realizacién, el proceso de una etapa comprende ademas una etapa de retencion para liberar del anticuerpo los
conectores unidos de forma inestable. La etapa de retencidn comprende mantener la mezcla antes de la purificacién del
conjugado (p. e€j., después de la etapa de reaccion, entre la etapa de reaccién y la etapa de extincidn o después de la
etapa de extincion). Por ejemplo, el proceso comprende (a) poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. ej., DM1 o
DM4) para formar una mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 0 DM4); y después poner en contacto
la mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. €j., DM1 o DM4) con el agente de reticulacion (p. ej., SMCC,
Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1), en una solucion que tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente
9 para proporcionar una mezcla que comprende (i) el conjugado (p. ej., Ab-MCC-DM1, Ab-SPDB-DM4 o Ab-CX1-1-DM1),
(i) farmaco libre (p. ej., DM1 o DM4) y (iii) subproductos de la reaccién, (b) mantener la mezcla preparada en la etapa (a)
para liberar los conectores unidos de manera inestable del agente de unién a células y (c) purificar la mezcla para
proporcionar un conjugado purificado.
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En otra realizacidn, el proceso comprende (a) poner en contacto el anticuerpo con el farmaco (p. ej.,, DM1 o DM4) para
formar una mezcla que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. €., DM1 o DM4); y después poner en contacto la mezcla
que comprende el anticuerpo y el farmaco (p. ej., DM1 o DM4) con el agente de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC,
SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1), en una solucidon que tiene un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9 para
proporcionar una mezcla que comprende (i) el conjugado, (ii) el farmaco libre (p. ej., DM1 o DM4) y (iii) subproductos de
la reaccion, (b) inactivar la mezcla preparada en la etapa (a) para inactivar cualquier farmaco que no haya reaccionado
(p. €j., DM1 o DM4) y/o agente de reticulacién que no haya reaccionado (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB
o0 CX1-1), (c) mantener la mezcla preparada en la etapa (b) para liberar los conectores unidos de manera inestable del
agente de unién a células y (d) purificar la mezcla para proporcionar un conjugado purificado (p. €j., Ab-MCC-DM1, Ab-
SPDB-DM4 o Ab-CX1-1-DM1).

Como alternativa, la etapa de retencién se puede realizar después de la purificacion del conjugado, seguido de una etapa
de purificacién adicional.

En una realizacién preferida, se deja que la reaccién prosiga hasta su finalizacidn antes de la etapa de retencién. A este
respecto, la etapa de retencion se puede realizar de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 48 horas (p. €j.,
aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas,
aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas, aproximadamente 8 horas,
aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 11 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 13 horas, aproximadamente 14 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas,
aproximadamente 17 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22 horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas o de
aproximadamente 24 horas a aproximadamente 48 horas) después de que la mezcla que comprende el anticuerpo y el
farmaco (p. ej., DM1 0 DM4) se ponga en contacto con el agente de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-
SPDB o CX1-1).

La etapa de retencion comprende mantener la solucion a una temperatura adecuada (p. €j., de aproximadamente 0 °C a
aproximadamente 37 °C) durante un periodo de tiempo adecuado (p. €j., de aproximadamente 1 hora a aproximadamente
1 semana, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 8
horas o de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 4 horas) para liberar del anticuerpo los conectores unidos de
manera inestable sin liberar sustancialmente del anticuerpo los conectores unidos de manera estable. En una realizacion,
la etapa de retencién comprende mantener la solucion a aproximadamente 20 °C o menos (p. €j., de aproximadamente
0 °C a aproximadamente 18 °C, de aproximadamente 4 °C a aproximadamente 16 °C), a temperatura ambiente (p. €j., de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 30 °C o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 25 °C) o a una
temperatura elevada (p. ej., de aproximadamente 30 °C a aproximadamente 37 °C). En una realizacidn, la etapa de
retencion comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 16 °C a aproximadamente 24 °C (p.
ej., aproximadamente 15°C, aproximadamente 16 °C, aproximadamente 17 °C, aproximadamente 18 °C,
aproximadamente 19 °C, aproximadamente 20 °C, aproximadamente 21 °C, aproximadamente 22 °C, aproximadamente
23 °C, aproximadamente 24 °C o aproximadamente 25 °C). En otra realizacién, la etapa de retencidn comprende
mantener la soluciéon a una temperatura de aproximadamente 2 °C a aproximadamente 8 °C (p. ej., aproximadamente
0 °C, aproximadamente 1 °C, aproximadamente 2 °C, aproximadamente 3 °C, aproximadamente 4 °C, aproximadamente
5°C, aproximadamente 6°C, aproximadamente 7°C, aproximadamente 8°C, aproximadamente 9°C o
aproximadamente 10 °C). En otra realizacidn, la etapa de retencidon comprende mantener la solucién a una temperatura
de aproximadamente 37 °C (p. ej., aproximadamente 34 °C, aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C,
aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C, aproximadamente 39 °C o aproximadamente 40 °C).

La duracion de la etapa de retencidon depende de la temperatura y el pH al que se realiza la etapa de retencion. Por
ejemplo, la duracion de la etapa de retencidén se puede reducir sustancialmente realizando la etapa de retencién a
temperatura elevada, con la temperatura maxima limitada por la estabilidad del conjugado de agente de unién celular-
agente citotdxico. La etapa de retencién puede comprender mantener la solucién durante aproximadamente 1 hora a
aproximadamente 1 dia (p. ej., aproximadamente 1 hora, aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas,
aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5 horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 7 horas,
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 9 horas, aproximadamente 10 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 14 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 18 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 22 horas o aproximadamente 24 horas), de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 24 horas,
aproximadamente de 12 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 14 horas a aproximadamente 24 horas,
de aproximadamente 16 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 18 horas a aproximadamente 24 horas,
de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 24 horas, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 1 semana,
de aproximadamente 20 horas a aproximadamente 1 semana, de aproximadamente 12 horas a aproximadamente 1
semana (p. ej., aproximadamente 12 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente
24 horas, aproximadamente 2 dias, aproximadamente 3 dias, aproximadamente 4 dias, aproximadamente 5 dias,
aproximadamente 6 dias o aproximadamente 7 dias), o de aproximadamente 1 dia a aproximadamente 1 semana.
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En una realizacién, la etapa de retencién comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 2 °C
a aproximadamente 8 °C durante un periodo de al menos aproximadamente 12 horas durante hasta una semana. En otra
realizacién, la etapa de retencidén comprende mantener la solucién a una temperatura de aproximadamente 2 °C a
aproximadamente 8 °C durante una noche (p. €j., de aproximadamente 12 a aproximadamente 24 horas, preferiblemente
aproximadamente 20 horas).

El valor de pH para la etapa de retencidon es preferiblemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 10. En una
realizacién, el valor de pH para la etapa de retencién es aproximadamente 4 o0 mas, pero menos de aproximadamente 6
(p. €j., de 4 a 5,9) o aproximadamente 5 0 mas, pero menos de aproximadamente 6 (p. €j., de 5 a 5,9). En otra realizacién,
los valores de pH para la etapa de mantenimiento oscilan de aproximadamente 6 a aproximadamente 10 (p. €j., de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9, de aproximadamente 6 a aproximadamente 8). Por ejemplo, los valores de
pH para la etapa de retencidén pueden ser aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7,
aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5 o
aproximadamente 10.

En realizaciones especificas, la etapa de retencién puede comprender incubar la mezcla a 25°C a un pH de
aproximadamente 6-7,5 durante aproximadamente 12 horas a aproximadamente 1 semana, incubar la mezclaa 4 °C a
un pH de aproximadamente 4,5-5,9 durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 5 dias o incubar la mezcla a
25 °C a un pH de aproximadamente 4,5-5,9 durante aproximadamente 5 horas a aproximadamente 1 dia.

El proceso de una etapa puede incluir opcionalmente la adicion de sacarosa a la etapa de reaccion para aumentar la
solubilidad y la recuperaciéon de los conjugados. Convenientemente, se afiade sacarosa a una concentracién de
aproximadamente 0,1 % (p/v) a aproximadamente 20 % (p/v) (p. €j., aproximadamente 0,1 % (p/v), 1 % (p/v), 5 % (p/v),
10 % (p/v), 15 % (p/v) 0 20 % (p/v)). Preferiblemente, se afiade sacarosa a una concentracion de aproximadamente 1 %
(p/v) a aproximadamente 10 % (p/v) (p. €., aproximadamente 0,5 % (p/v), aproximadamente 1 % (p/v), aproximadamente
1,5 % (p/v), aproximadamente 2 % (p/v), aproximadamente 3 % (p/v), aproximadamente 4 % (p/v), aproximadamente 5 %
(p/v), aproximadamente 6 % (p/v), aproximadamente 7 % (p/v), aproximadamente 8 % (p/v), aproximadamente 9 % (p/v),
aproximadamente 10 % (p/v) o aproximadamente 11 % (p/v)). Ademas, la etapa de reaccién también puede comprender
la adicion de un agente tamponante. Puede usarse cualquier agente tamponante adecuado conocido en la técnica. Los
agentes tamponantes adecuados incluyen, por ejemplo, un tampén citrato, un tampon acetato, un tampén succinato y un
tampén fosfato. En una realizacion, el agente tamponante se selecciona del grupo que consiste en HEPPSO (N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-(acido  2-hidroxipropanosulfénico)), POPSO (piperazina-1,4-bis-(acido 2-hidroxi-propano-
sulfénico) deshidratado), HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico), HEPPS (EPPS) (acido 4-(2-
hidroxietil)piperazina-1-propanosulfénico), TES (acido N-tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfénico) y una
combinacién de los mismos.

En una realizacion, el proceso de una etapa puede comprender ademas la etapa de purificar la mezcla para proporcionar
un conjugado purificado (p. ej., Ab-MCC-DM1, Ab-SPDB-DM4 o Ab-CX1-1-DM1). Se puede utilizar cualquier método de
purificacién conocido en la técnica para purificar los conjugados de la presente invencién. En una realizacion, los
conjugados de la presente invencion usan filtracion de flujo tangencial (TFF), cromatografia no adsorbente, cromatografia
adsorbente, filtracion adsorbente, precipitacién selectiva o cualquier otro proceso de purificacién adecuado, asi como
combinaciones de los mismos. En otra realizacion, antes de someter los conjugados al proceso de purificacion descrito
anteriormente, los conjugados se filtran primero a través de una 0 mas membranas de PVDF. Como alternativa, los
conjugados se filtran a través de una o mas membranas de PVDF después de someter los conjugados al proceso de
purificaciéon descrito anteriormente. Por ejemplo, en una realizacidn, los conjugados se filtran a través de una o mas
membranas de PVDF y después se purifican usando filtracion de flujo tangencial. Como alternativa, los conjugados se
purifican usando filtracidén de flujo tangencial y después se filtran a través de una o mas membranas de PVDF.

Se puede utilizar cualquier sistema TFF adecuado para la purificacion, incluido un sistema tipo Pellicon (Millipore, Billerica,
MA), un sistema de casete Sartocon (Sartorius AG, Edgewood, NY) y un sistema tipo Centrasette (Pall Corp., East Hills,
NY).

Para la purificacidon se puede utilizar cualquier resina de cromatografia de adsorcion adecuada. Las resinas de
cromatografia de adsorcion preferidas incluyen cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia de induccion de carga
hidrofoba (HCIC), cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC), cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de
intercambio i6nico de modo mixto, cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC), cromatografia de ligando
colorante, cromatografia de afinidad, cromatografia de fase inversa y combinaciones de las mismas. Los ejemplos de
resinas de hidroxiapatita adecuadas incluyen hidroxiapatita ceramica (CHT de tipo | y tipo Il, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA), hidroxiapatita HA Ultrogel (Pall Corp., East Hills, NY) y fluoroapatita ceramica (CFT de tipo | y tipo Il, Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA). Un ejemplo de una resina HCIC adecuada es la resina MEP Hypercel (Pall Corp., East
Hills, NY). Los ejemplos de resinas HIC adecuadas incluyen resinas de butil-Sepharose, hexil-Sepharose, fenil-Sepharose
y octil-Sepharose (todas de GE Healthcare, Piscataway, NJ), asi como resinas Macro-prep de metilo y Macro-Prep de t-
butilo (Biorad Laboratories, Hercules, CA). Los ejemplos de resinas de intercambio iénico adecuadas incluyen resinas de
SP-Sepharose, CM-Sepharose y Q-Sepharose (todas de GE Healthcare, Piscataway, NJ) y resina Unosphere S (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Los ejemplos de intercambiadores idnicos de modo mixto adecuados incluyen la resina
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Bakerbond ABx (JT Baker, Phillipsburg NJ). Los ejemplos de resinas de IMAC adecuadas incluyen resina de Sepharose
quelante (GE Healthcare, Piscataway, NJ) y resina IMAC Profinity (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Los ejemplos de
resinas de ligando colorante adecuadas incluyen resina de Blue Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ) y resina Affi-
gel Blue (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Los ejemplos de resinas de afinidad adecuadas incluyen resina de Proteina
A Sepharose (p. €j., MabSelect, GE Healthcare, Piscataway, NJ) y resinas de afinidad de lectina, p. €j., resina de lectina
de las lentejas-Sepharose (GE Healthcare, Piscataway, NJ), donde el anticuerpo tiene sitios de unién alectina adecuados.
Los ejemplos de resinas de fase inversa adecuadas incluyen resinas C4, C8 y C18 (Grace Vydac, Hesperia, CA).

Para la purificacion se puede utilizar cualquier resina de cromatografia no adsorbente adecuada. Los ejemplos de resinas
de cromatografia no adsorbentes adecuadas incluyen, pero sin limitacion, SEPHADEX™ G-25, G-50, G-100, resinas
SEPHACRYL™ (p. €j., $-200 y S-300), resinas SUPERDEX™ (p. ej., SUPERDEX™ 75 y SUPERDEX™ 200), resinas BIO-
GEL® (p. €j., P-6, P-10, P-30, P-60 y P-100) y otras conocidas por los expertos en la materia.

Proceso de dos etapas y proceso de un solo recipiente

En una realizacion, los conjugados de la presente invencién se pueden preparar como se describe en la patente de los
EE. UU 7.811.572 y la publicacién de solicitud de patente de los EE. UU. n.° 2006/0182750. El proceso comprende las
etapas de (a) poner en contacto el anticuerpo de la presente invencién con el agente de reticulacién (p. ej., SMCC, Sulfo-
SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1) para unir covalentemente el conector (es decir, Ab-SMCC, Ab-SPDB o0 Ab-CX1-1) al
anticuerpo y preparar de este modo una primera mezcla que comprende el anticuerpo que tiene el conector unido al
mismo; (b) opcionalmente someter la primera mezcla a un proceso de purificacion para preparar una primera mezcla
purificada del anticuerpo que tiene el conector unido al mismo; (¢) conjugar el farmaco (p. €j.,, DM1 o DM4) con el
anticuerpo que tiene el conector unido al mismo en la primera mezcla haciendo reaccionar el anticuerpo que tiene el
conector unido al mismo con el farmaco (p. ej., DM1 o0 DM4) en una solucién que tiene un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 9 para preparar una segunda mezcla que comprende (i) conjugado (p. ej., Ab-MCC-DM1, Ab-SPDB-
DM4 o Ab-CX1-1-DM1), (ii) farmaco libre (p. ej., DM1 o0 DM4); y (iii) subproductos de la reaccion; y (d) someter la segunda
mezcla a un proceso de purificacion para purificar el conjugado de los otros componentes de la segunda mezcla. Como
alternativa, se puede omitir la etapa de purificacion (b). Para las etapas (b) y (d) se puede utilizar cualquier método de
purificaciéon descrito en el presente documento. En una realizacion, se usa TFF para ambas etapas (b) y (d). En otra
realizacién, se usa TFF para la etapa (b) y se usa la cromatografia de absorcién (p. ej., CHT) para la etapa (d).

Reactivo de una etapa y proceso in situ

En una realizacion, los conjugados de la presente invencion se pueden preparar conjugando el compuesto de conector-
farmaco preformado (p. ej., SMCC-DM1, Sulfo-SMCC-DM1, SPDB-DM4 o CX1-1-DM1) con el anticuerpo de la presente
invencidn, como se describe en |la patente de los EE. UU. 6.441.163 y las publicaciones de solicitudes de patente de los
EE. UU. n.° 2011/0003969 y 2008/0145374, seguido de una etapa de purificacién. Se puede utilizar cualquier método de
purificaciéon descrito en el presente documento. EI compuesto de conector-farmaco se prepara haciendo reaccionar el
farmaco (p. ej., DM1 o DM4) con el agente de reticulacion (p. ej., SMCC, Sulfo-SMCC, SPDB, Sulfo-SPDB o CX1-1). El
compuesto de conector-farmaco (p. ej., SMCC-DM1, Sulfo-SMCC-DM1, SPDB-DM4 o CX1-1-DM1) se somete
opcionalmente a purificacion antes de conjugarse con el anticuerpo.

Anticuerpos anti-P-cadherina

La presente invencion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidén a antigeno) que
se unen especificamente a la P-cadherina humana. Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de
unién a antigeno) de la invencién incluyen los anticuerpos monoclonales humanos o fragmentos de los mismos aislados
como se describe en los ejemplos y como se define en las reivindicaciones.

La presente invencidén proporciona en determinadas realizaciones anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j.,
fragmentos de unién a antigeno) que se unen especificamente a P-cadherina, comprendiendo dichos anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos (p. e€j., fragmentos de unién a antigeno) un dominio VH que tiene una secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 7. La presente divulgacién también proporciona en determinadas realizaciones anticuerpos
o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) que se unen especificamente a P-cadherina,
comprendiendo dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) una CDR VH
que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las CDR VH enumeradas en la tabla 1. En realizaciones
particulares, la divulgacién proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno)
que se unen especificamente a P-cadherina, en donde dichos anticuerpos comprenden (o, como alternativa, consisten
en) una, dos, tres, cuatro, cinco o mas CDR VH que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR VH
enumeradas en la tabla 1 posterior.

La presente invencion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidén a antigeno) que
se unen especificamente a P-cadherina, comprendiendo dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej,
fragmentos de unién a antigeno) un dominio VL que tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17. La presente
divulgacion también proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) que se
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unen especificamente a P-cadherina, dichos anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a
antigeno) comprenden una CDR VL que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las CDR VL
enumeradas en la tabla 1 posterior. En particular, la divulgacidén proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p.
ej., fragmentos de unidén a antigeno) que se unen especificamente a P-cadherina, dichos anticuerpos o fragmentos de
anticuerpo (p. €j., fragmentos de unidén a antigeno) comprenden (o, como alternativa, consisten en) una, dos, tres o mas
CDR VL que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las CDR VL enumeradas en la tabla 1 posterior.

Otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidon a antigeno) de la divulgacion incluyen
aminoacidos que se han mutado, pero que tienen al menos un 60, 70, 80, 90 o 95 por ciento de identidad en las regiones
CDR con las regiones CDR representadas en las secuencias descritas en la tabla 1. En algunas realizaciones, los
anticuerpos comprenden secuencias de aminoacidos mutantes en donde no se han mutado mas de 1, 2, 3, 4 0 5
aminoacidos en las regiones CDR en comparacion con las regiones CDR representadas en la secuencia descrita en la
tabla 1.

La presente invencion también proporciona secuencias de acidos nucleicos que codifican la VH, la VL, la cadena pesada
de longitud completa y la cadena ligera de longitud completa de los anticuerpos de la invencidon. Dichas secuencias de
acidos nucleicos se pueden optimizar para su expresién en células de mamifero.

Tabla 1. Ejemplos de anticuerpos anti-P-cadherina

'SEQID NO: RIYYRSKWYNDYALSVKS

SEQIDNO:3 | . GEGYGREGFAI
B
D
'SEQIDNO:6  HCDR3 (Chothia)  GEGYGREGFA

= :

'SEQID NO: \VH

: QVOLQOSCGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSQSARWNWI
i ROSPSRGLEWLGRIYYRSKWYNDYALSVKSRITINPDTS
i KNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGEGYGREGFATWGQGT
FLVTVSS

'SEQIDNO:8  {VH de ADN

! CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGCCCTGGCCTGGTCAAG
ECCTAGTCAGACCCTGAGCCTGACCTGCGCTATTAGCGGC
| GATAGTGTGTCTAGTCAGTCAGCCGCCTGGAACTGGATT
{ AGRCAGTCACCCTCTAGGGGCCTGGAGTGGCTGGGTAGA
! ATCTACTATAGGTCTAAGTGGTATAACGACTACGCCCTG
éAGCGTGAAGTCTAGGATCACTATTAACCCCGACACCTCT
{ AAGAATCAGTTTAGCCTGCAGCTGAATAGCGTGACCCCC

GAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGCTAGAGGCGAGGGC
TACGGTAGAGAGGGCTTCGCTATCTGGGGTCAGGGCACC
CTGGTCACCGTGTCTAGC

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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............................................................................................................................................................................................................................................................

'§NOV169N31Q

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

ESEQ ID NO. ‘Descripcion {Secuencia

: ‘ EQVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSQSAAWNWI
ERQSPSRGLEWLGRIYYRSKWYNDYALSVKSRITINPDTS
EKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCARGEGYGREGFAIWGQGT
ELVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYF
EPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
ESSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
ECPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
EHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
ETVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
éPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
i GOQPENNYKTTPEVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE

SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

'SEQIDNO: 10  Cadena pesada de'
s ADN :

! CAGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGGCCCTGGCCTGGTCAAG
' CCTAGTCAGACCCTGAGCCTGACCTGCGCTATTAGCGGE
. GATAGTGTGTCTAGTCAGTCAGCCGCCTGGAACTGGATT
EAGACAGTCACCCTCTAGGGGCCTGGAGTGGCTGGGTAGA
{ ATCTACTATAGGTCTAAGTGGTATAACGACTACGCCCTG
| AGCGTGRAGTCTAGGATCACTATTAACCCCGACACCTCT
| AAGAATCAGTTTAGCCTGCAGCTGAATAGCGTGACCCCC
{ GAGGACACCGCCGTCTACTACTGCGCTAGAGGCGAGGGC
! TACGGTAGAGAGGGCTTCGCTATCTGGGGTCAGGGCACC
 CTGGTCACCGTGTCTAGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGT
 GTGTTTCCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGE
EGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTC
i CCCGAGCCCGTGACAGTGTCCTGGARCTCTGGGGCTCTG
{ ACTTCCGGCGTGCACACCTTCCCCGCCGTGCTGLAGAGC
{ AGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCC
| TCCAGCTCTCTGGGARCCCAGACCTATATCTGCARCGTG
! AACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTG
! GAGCCCAAGAGCTGCGACARGACCCACACCTGCCCCCCC
! TGCCCAGCTCCAGAACTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTC
 CTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGC
éAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCC
i CACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCAACTGGTACGTGGAC
| GGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAG
| GAGCAGTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTIGCTG
{ ACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGARCGGCAAAGAATAC
{ AAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATC
! GARAAGACAATCAGCARGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAG
' CCCCAGGTGTACACCCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATG
EACCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGC
{ TTCTACCCCAGCGATATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAC
{ GGCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTG
i CTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTG
| ACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTC
| AGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTAC
! ACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCCGGCAAG

'SEQIDNO: 11 LCDR1 (Kabat) ‘RASQTISNTLA

30



ES 2987 508 T3

'SEQIDNO: 12 LCDR2 (Kabat)

........................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQIDNO: 13 LCDR3 (Kabat) 'QQYLSWFT
‘;‘é‘éé{YBNB‘:"'i"zim'""'§‘i_'"éB‘F‘é‘i“(E‘HS{H{A‘)"""""""E‘é'éﬁi'é‘N“T" .....................................................................................................................................
'SEQIDNO: 15  {LCDR2 (Chothia) ‘AAS
'SEQIDNO: 16 {LCDR3 (Chothia) 'YLSWF

SEQIDNO: 17 WL

EDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISNTLAWYQQK
| PGKAPKLLIYAASNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
éQPEDFATYYCQQYLSWFTFGQGTKVEIK

'SEQIDNO: 18 VL de ADN

{ GATATTCAGATGACTCAGTCACCTAGTAGCCTGAGCGCT
! AGTGTGGGCGATAGAGTGACTATCACCTGTAGAGCCTCT
. CAGACTATCTCTAACACCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
| CCCGGTARAGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGCCGCCTCT
: AACCTGCAGTCAGGCGTGCCCTCTAGGTTTAGCGGTAGC
i GGTAGTGGCACCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTG
{ CAGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCAGCAGTAC
! CTGAGCTGGTTCACCTTCGGTCAGGGCACTARGGTCGAG
: ATTAAG

'SEQIDNO: 19 iCadena ligera

EDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISNTLAWYQQK
EPGKAPKLLIYAASNLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
éQPEDFATYYCQQYLSWFTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIF
EPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSG
ENSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
ETHQGLSSPVTKSFNRGEC

ESEQ ID NO 20: éCadena ligera de ADN
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............................................................................................................................................................................................................................................................

ENOV169N31Q

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

ESEQ ID NO. ‘Descripcion {Secuencia

R R R R R R

“ { GATATTCAGATGACTCAGTCACCTAGTAGCCTGAGCGCT
: AGTGTGGGCGATAGAGTGACTATCACCTGTAGAGCCTCT
| CAGACTATCTCTAACACCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAG
. CCCGGTARAGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGCCGCCTCT
 ARCCTGCAGTCAGGCGTGCCCTCTAGGTTTAGCGGTAGC
| GGTAGTGGCACCGACTTCACCCTGACTATTAGTAGCCTG
{ CAGCCCGAGGACTTCGCTACCTACTACTGTCAGCAGTAC
! CTGAGCTGGTTCACCTTCGGTCAGGGCACTAAGGTCGAG
: ATTAAGCGTACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTC
: CCCCCCAGCCACCACCACCTCGARGAGCGGCACCGCCAGT
. GTGGTGTGCCTGCTGAACARCTTCTACCCCCGGGAGGCT
i AAGGTGCAGTGGAAGGTGCACARCGCCCTGCAGAGCGGT
! AACAGCCAGGAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGAC
: TCCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAG
| GCCGACTACGAGAAGCATARGGTGTACGCCTGCGAGGTG
: ACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCARGAGCTTC
. ARCAGGGGCGAGTGC

Y Y

‘NEG0012

........................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQ ID NO: 21 CDR1 (Kabat) ‘DHTIH

.............................................................................................................................................................................................................................................................

ESEQ IDNO:22  {HCDR2 (Kabat) 'YIYPRSGSINYNEKFKG

R R R R R R R R

'SEQIDNO: 23  {HCDR3 (Kabat) 'RNLFLPMEY
'SEQIDNO: 24  {HCDR1 (Chothia) 'GYTFTDH
'SEQIDNO:25  HCDR2 (Chothia) 'YPRSGS
'SEQIDNO: 26 {HCDR3 (Chothia) ‘RNLFLPMEY

'SEQIDNO:27  iVH

éEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKVSGYTFTDHTIHWMRQ
EMPGKGLEWMGYIYPRSGSINYNEKFKGQVTISADKSSST
EAYLQWSSLKASDTAMYYCARRNLFLPMEYWGQGTLVTVS

Y Y

'SEQIDNO:28  VH de ADN

éGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGAAG
i CCCGGCGAGTCACTGAAGATTAGCTGTAAAGTCTCAGGT
{ TACACCTTCACCGATCACACTATTCACTGGATGAGACAG
! ATGCCCGGTARAGGCCTGCACTGGATCGGCTATATCTAC
 CCTAGATCAGGCTCTATTARCTATAACGAGAAGTTTAAG
éGGTCAGGTCACAATTAGCGCCGATAAGTCTAGCTCTACC
{ GCCTACCTGCAGTGGTCTAGCCTGAAGGCTAGTGACACT
| GCTATGTACTACTGCGCTAGACGTAACCTGTTCCIGCCT
{ ATGGAATACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
i AGC

'SEQIDNO:29  Cadena pesada
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............................................................................................................................................................................................................................................................

'§NOV169N31Q

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

ESEQ ID NO. ‘Descripcion {Secuencia

R R R R R R

: EEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKVSGYTFTDHTIHWMRQ
EMPGKGLEWMGYIYPRSGSINYNEKFKGQVTISADKSSST
éAYLQWSSLKASDTAMYYCARRNLFLPMEYWGQGTLVTVS
ESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
EVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
ETQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT

LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPEN

NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFESCSVM

HEALHNHYTQKSLSLSPGK

'SEQIDNO:30 Cadena pesada de'
s ADN :

! GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGARGAAG
éCCCGGCGAGTCACTGAAGATTAGCTGTAAAGTCTCAGGC
{ TACACCTTCACCGATCACACTATTCACTGGATGAGACAG
{ ATGCCCGGTARAGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
| CCTAGATCAGGCTCTATTAACTATARCGAGAAGTTTAAG
! GGTCAGGTCACAATTAGCGCCGATAAGTCTAGCTCTACC
 GCCTACCTGCAGTGGTCTAGCCTGAAGGCTAGTGACACK
EGCTATGTACTACTGCGCTAGACGTAACCTGTTCCTGCCT
{ ATGGAATACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
| AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCC
{ CCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
éGGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACA
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............................................................................................................................................................................................................................................................

'§NOV169N31Q

.......................................................................................................................................................................................................................................................

'SEQ ID NO. {Descripcion iSecuenda

“ . GTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCAL
;ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
i CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
{ ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACRAGCCCAGC
! AACACCAAGGTGGACARGAGAGTGGAGCCCARGAGCTGC
EGACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
ECTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
éCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTG
EACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAG
| GTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAC
! AACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACARCAGC
 ACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
. GACTGGCTGAACGGCARAGAATACAAGTGCARAGTCTCC
éAACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGC
{ AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
i CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGANCCAGGTG
{ TCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGAT
! ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAAC
 AACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGE
. AGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACARGTCC
éAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
{ CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG
{ AGCCTGAGCCCCGGCARG

'SEQIDNO:31  LCDR1 (Kabat) ERSSQSLLSSGDQKNYLT
'SEQIDNO:32  |LCDR2 (Kabat) \WASTRES

'SEQIDNO: 33 {LCDRS3 (Kabat) :QNDYRYPLT
'SEQIDNO: 34  LCDR1 (Chothia) :SQSLLSSGDQKNY

Y Y

'SEQIDNO: 35 LCDR2 (Chothia) 'WAS

Y Y

'SEQIDNO: 36  LCDR3 (Chothia) IDYRYPL

'SEQIDNO: 37 VL

éDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLSSGDQKNYL
{TWYLOKPGQSPQLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDET
éLKISRVEAEDVGVYYCQNDYRYPLTFGQGTKLEIK

'SEQIDNO:38  VLdeADN

{ GATATCGTGATGACTCAGACCCCCCTGAGCCTGCCCGTG
{ ACCCCTGGCGAGCCTGCCTCTATTAGCTGTAGATCTAGT
{ CAGTCACTGCTGTCTAGCGGCGATCAGRAAGARCTACCTG
I ACCTGGTATCTGCAGAAGCCCGGTCAGTCACCTCAGCTG
éCTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAATCAGGCGTGCCC
{ GATAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACT
| CTGAAGATCTCTAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTC
| TACTACTGTCAGAACGACTATAGATACCCCCTGACCTTC
GETCAGGRGCACTAAGCTGEGEAGATTAAG

'SEQIDNO: 39 Cadena ligera
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EDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLSSGDQKNYL
i TWYLOQKPGQSPQLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDET
éLKISRVEAEDVGVYYCQNDYRYPLTFGQGTKLEIKRTVA

éAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
éDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
| KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

'SEQ ID NO 40: iCadena ligera de ADN
{ GATATCGTGATGACTCAGACCCCCCTGAGCCTGCCCGTG
{ ACCCCTGGCGAGCCTGCCTCTATTAGCTGTAGATCTAGT
! CAGTCACTGCTGTCTAGCGGCGATCAGAAGAACTACCTG
! ACCTGGTATCTGCAGAAGCCCGGTCAGTCACCTCAGCTG
: CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAATCAGGCGTGCCC
. GATAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
| CTGAAGATCTCTAGGGTGGAAGCCGAGGACGTGGGCGTC
éTACTACTGTCAGAACGACTATAGATACCCCCTGACCTTC
! GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAGCGTACGGTGGCC
{ GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAG
' CTGRAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTIGTGCCTGCTGAAL
: AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGARGGTG
. GACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTC
i ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
éAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCAT
{ AAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
! AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

‘NEG0013

: : (Kabat) YIYPRSGSINYNEKFKG
'SEQIDNO: 43  HCDR3 (Kabat) 'RNLFLPMEY
'SEQIDNO: 44  HCDRT (Chothia)  {GYTFTDH

'SEQIDNO: 45  HCDR2 (Chothia)  YPRSGS

SEQIDNO: 46  {HCDR3 (

Chothia)  RNLFLPMEY
'SEQIDNO: 47  iVH :

éEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKVSGYTFTDHTIHWMRQ
EMPGKGLEWMGYIYPRSGSINYNEKFKGQVTISADKSSST
EAYLQWSSLKASDTAMYYCARRNLFLPMEYWGQGTLVTVS
'S

'SEQ D NO: 48
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............................................................................................................................................................................................................................................................

gNEGoo13

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

éGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGAAG
i CCCGGCGAGTCACTGAAGATTAGCTGTAAAGTCTCAGGT
{ TACACCTTCACCGATCACACTATTCACTGGATGAGACAG
! ATGCCCGGTARAGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
 CCTAGATCAGGCTCTATTARCTATAACGAGAAGTTTAAG
éGGTCAGGTCACAATTAGCGCCGATAAGTCTAGCTCTACC
{ GCCTACCTGCAGTGGTCTAGCCTGAAGGCTAGTGACACC
| GCTATGTACTACTGCGCTAGACGTAACCTGTTCCIGCCT
{ ATGGAATACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
{AGC

'SEQIDNO: 49 Cadena pesada

EEVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKVSGYTFTDHTIHWMRQ
{ MPGKGLEWMGY IYPRSGSINYNEKFKGQVTISADKSSST

éAYLQWSSLKASDTAMYYCARRNLFLPMEYWGQGTLVTVS
ESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
EVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
ETQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
EDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
éLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
ENYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
EHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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............................................................................................................................................................................................................................................................

'NEG0013
* ‘  GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGARGTGAAGAAG
: CCCGGCGAGTCACTGAAGATTAGCTGTAARGTCTCAGGC
' TACACCTTCACCGATCACACTATTCACTGGATGAGACAG
: ATGCCCGGTARAGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
: CCTAGATCAGGCTCTATTAACTATARCGAGAAGTTTARG
: GGTCAGGTCACAATTAGCGCCGATARGTCTAGCTCTACC
: GCCTACCTGCAGTGGTCTAGCCTGARGGCTAGTGACACC
{GCTATGTACTACTGCGCTAGACGTARCCTGTTCCTGCCT
i ATGGAATACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
{AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAARGTGTGTTTCCCCTGGCC
i CCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
: GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACA
: GTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCAC
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
: CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
{ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGC
{AACACCRAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGC
{ GACARGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGRA
: CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCARG
: CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTG
: ACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAG
. GTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAC
: AACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGC
{ACCTACRGGGTGGTIGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
: GACTGGCTGARCGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCC
{ABCAAGGCCCTGCCAGCCCCARTCGAARAGACAAT CAGC
 ABGGCCRAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
: CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTG
i TCCCTGACCTGTCTGGTGRAGGGCTTCTACCCCAGCGAT
ATCGCCGTGGAGTGGGAGRGCAACGGCCAGCCCGAGARC
 AARCTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGC
{AGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
I AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
{CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG

. AGCCTGAGCCCCGGCAAG
'SEQIDNO: 51  {LCDR1 (Kabat) 'RSSQSLLSSGNQKNYLT
(Kabat) ‘WASTRES

'SEQIDNO:52  LCDR2

'SEQID NO:

DIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLSSGNQKNYL
i TWYTLQKPGQSPOLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDET
LKISRVEAEDVGVYYCONDYSYPLTFGQGTKLETIK

'SEQID NO: 58 VL de ADN
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'NEG0013
! GATATCGTGATGACTCAGACCCCCCTGAGCCTGCCCGTG
: ACCCCTGGCGAGCCTGCCTCTATTAGCTGTAGATCTAGT
: CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGRAGRAACTACCTG
: ACCTGGTATCTGCAGRAGCCCGGTCAGTCACCTCAGCTG
{ CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAATCAGGCGTGCCC
| GATAGGTTTAGCCGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
{ CTGAAGATCTCTAGGGTGCAAGCCCAGGACGTGGGCGTC
| TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCCTGACCTTC
. GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAG

'SEQIDNO:59  Cadena ligera

EDIVMTQTPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLSSGNQKNYL
i TWYLOKPGQSPQLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDET
{ LKISRVEAEDVGVYYCQONDYSYPLTFGOGTKLEIKRTVA
EAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKV
{ DNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
| KVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC

'SEQIDNO60:  Cadena ligera de ADN |

{GATATCGTGATGACTCAGACCCCCCTGAGCCTGCCCGTG
{ACCCCTGGCCGAGCCTGCCTCTATTAGCTGTAGATCTAGT
{CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGAACTACCTG
 ACCTGGTATCTGCAGAAGCCCGGTCAGTCACCTCAGCTG
éCTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAATCAGGCGTGCCC
{GATAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
i CTGRAGATCTCTAGGGTGGARAGCCGAGGACGTGGGCGTC
{ TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCCTGACCTTC
{GGTCAGGGCACTARGCTGGAGATTAAGCGTACGGTGGCC
{GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAG
{CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
{AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTG
éGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTC
{ ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
{ AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCAT
| AAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
{AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

'NEG0016

'SEQIDNO:61  {HCDRT (Kabat) \DHTLH
'SEQIDNO:62  {HCDR2 (Kabat) 'YIYPRSGSTKYNENFRG

'SEQIDNO: 65  {HCDR2 (Chothia)

ESEQIDIVO:66 ‘HCDR3 (Chothia) :RLLFLPLDY

'SEQIDNO:67  iVH

—_
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'NEG0013
“ ' QIQLVQOSGAEVKKPGSSVKVSCKVSGYTFTDETLHWMRO
: APGQGLEWMGYIYPRSGSTKYNENFRGRVTITADTSSST
 AYMELSSLRSEDTAVYYCARRLLFLPLDYWGQGTLVTVS

S

'SEQIDNO: 68  {VH de ADN

| CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGARGTGAAGARA
| CCCGGCTCTAGCGTGARAGTCAGCTGTAARGTCTCAGGC
! TACACCTTCACCGATCACACCCTGCACTGGATGAGACAG
EGCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
ECCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAGG
EGGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
{ GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
{ GCCGTCTACTACTGCGCTAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
éCTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
: AGC

'SEQIDNO: 69  Cadena pesada

EQIQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKVSGYTFTDHTLHWMRQ
éAPGQGLEWMGYIYPRSGSTKYNENFRGRVTITADTSSST
EAYMELSSLRSEDTAVYYCARRLLFLPLDYWGQGTLVTVS
ESASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
EVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
ETQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
EDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
éLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
ENYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
EHEALHNHYTQKSLSLSPGK

'SEQIDNO:70  Cadena pesada de'
s ADN :

! CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGARGTGARGARR
' CCCGGCTCTAGCGTGRAAGTCAGCTGTARAAGTCTCAGGE
éTACACCTTCACCGATCACACCCTGCACTGGATGAGACAG
{ GCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
| CCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAGG
{ GGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
! GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
éGCCGTCTACTACTGCGCTAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
i CTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
{ AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCC
{ CCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
! GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCETGACA
éGTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCAC
{ ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
i CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
{ ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGARCCACAAGCCCAGC
{ AACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGC
! GACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
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gNEGoo13

T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

éCTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
i CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTS
{ ACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAG
{ GTGRAGTTCARCTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAC
! ABCGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGC
 ACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
éGACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCC
{ AARCAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGARAAGACAATCAGC
i AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGRAGCCCCAGGTGTACACC
| CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGRACCAGGTG
| TCCCTGACCTGTCTGGTGARGGGCTTCTACCCCAGCGAT
! ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAAC
 ABCTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGE
éAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
{ AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTIGATG
{ CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG
| AGCCTGAGCCCCGGCRAAG

ESEQ ID NO: 71 éLCDR1 (Kabat) 'RSSQSLLSSGNQKSYLT
'SEQIDNO: 72 LCDR2 (Kabat) ‘WASTRES
'SEQIDNO: 73 {LCDRS3 (Kabat) :QNDYSYPFT

(

(

'SEQIDNO:74  {LCDR1 (Chothia) ' SQSLLSSGNQKSY
'SEQIDNO:75 LCDR2 (Chothia) ‘WAS

ESEQIDIVO:76 :LCDRS3 (Chothia) DYSYPF

SEQIDNO:77 VL

EEIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQSLLSSGNQKSYL
| TWYQQKPGOAPRLLIYWASTRESGIPARFSGSGSGTDET
éLTISSLQPEDFAVYYCQNDYSYPFTFGQGTKLEIK

'SEQIDNO:78 VL deADN

' GAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
. AGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
éCAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG
{ ACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
| CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
| GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
! CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
éTACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC
{ GCTCAGGGCACTAAGCCTGGAGATTAAG

'SEQIDNO:79  Cadena ligera
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'NEG0013
* I EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQOSLLSSGNQKSYL
{ TWYQQKPGQAPRLLIYWASTRESGIPARFSGSGSGTDET
' LTISSLQPEDFAVYYCQNDYSYPFTFGQGTKLEIKRTVA
 APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVQOWKY
; DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH

EKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

ESEQ ID NO 80: éCadena ligera de ADN

EGAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
éAGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
éCAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG

éACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
{ CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
| GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
{ CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
! TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC
| GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGAT TAAGCGTACGGTGGCC
éGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAG
i CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAL
{ AACTTCTACCCCCGGGAGGCCARGGTGCAGTGGAAGGTG
i GACAACGCCCTGCAGAGCGGCARCAGCCAGGAGAGCGTC
| ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
{ AGCACCCTGACCCTGAGCARGGCCGACTACGAGAAGCAT
! AAGGTGTACGCCTGCGAGGTCACCCACCAGGGCCTGTCC
éAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

'NEG0064

'SEQ ID NO: 81 HCDR1 (Kabat) \DHTLH

'SEQIDNO:82  HCDR2 (Kabat) \YIYPRSGSTKYNENFRG
'SEQIDNO:83  HCDRS3 (Kabat) RLLFLPLDY

HCDR1 (Chothia) GYTFTDH
HCDR2 (Chothia)

QIQLVQOSGAEVKKPGSSVRKVSCRKVSGYTFTDHTLHWMRQ
APGOGLEWMGYIYPRSGSTKYNENFRGRVTITADTSSST
AYMELSSLRSEDTAVYYCVRRLLFLPLDYWGQGTLVTVS
S

ESEQ ID NO: 88 VH de ADN
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§NEG0064

...............................................................................................

CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGARA
CCCGGCTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGTAAAGTCTCAGGC
TACACCTTCACCGATCACACCCTGCACTGGATGAGACAG
GCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
CCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAGG
GGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
GCCGTCTACTACTGCGTCAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
CTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
AGC

B e e e e,

'SEQID NO: 89 Cadena pesada

QIQLVQOSGAEVKKPGSSVRKVSCRKVSGYTFTDHTLHWMRQ
APGOGLEWMGYIYPRSGSTKYNENFRGRVTITADTSSST
AYMELSSLRSEDTAVYYCVRRLLEFLPLDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVIVPSSSLG
TOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLEFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VEENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT ISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSEFEFLYSKLTVDKSRWOOGNVESCSVM
HEALHNHYTOQKSLSLSPGK

R RN R RE RN

'SEQ ID NO: 90 Cadena pesada
f ADN
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“ CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGARA

CCCGGCTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGTAAAGTCTCAGGC
TACACCTTCACCGATCACACCCTGCACTGGATGAGACAG
GCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
CCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAGG
GGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
GCCGTCTACTACTGCGTCAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
CTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCC
CCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACA
GTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCAC
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGC
GACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTG
ACCTGCGTGGCTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAG
GTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAC
ANCGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGC
ACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
GACTGGCTGAACGGCAAAGAATACAAGTGCAAAGTCTCC
AACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGAARAAGACAATCAGC
AAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCIGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGAT
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAAC
AACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGC
AGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG
AGCCTGAGCCCCGGCAAG

'SEQIDNO: 91 LCDR1
SEQIDNO: 92 LCDR2

Kabat) RSSQSLLSSGNQKSYLT
Kabat) WASTRES

—~ —

'SEQID NO:

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQSLLSSGNQKSYL
TWYQOKPGOAPRLLIYWASTRESGIPARFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAVYYCONDYSYPFTFGQGTKLEIK

'SEQID NO: 98 VL de ADN
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...............................................................................................

GAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG
ACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC
GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAG

'SEQIDNO:99  Cadenaligera

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQSLLSSGNQKSYL
TWYQOKPGOAPRLLIYWASTRESGIPARFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAVYYCONDYSYPEFTEFGQGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

ESEQ ID NO: 100 Cadena ligera de ADN

GAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG
ACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC
GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAGCGTACGGTGGCC
GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAG
CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTG
GACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTC
ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCAT
AAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

'NEG0067

'SEQIDNO: 101 {HCDRf
'SEQ D NO: HCDR2

Kabat) DHTLH
Kabat)

—~h —

YPRSGS
{RLLFLPLDY
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'NEG0064
" QIQLVQSGREVKKPGSSVKVSCKVSGYTFTDHT LHWMRQ

APGQGLEWMGY TYPRSGSTKYNENFKGRVTITADTSSST
AYMELSSLRSEDTAVYYCVRRLLFLPLDYWGQGTLVTVS

S

ESEQIDNO:KB VH de ADN

CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGARA
CCCGGCTCTAGCGTGARAGTCAGCTGTAAAGTCTCAGGC
TACACCTTCACCGATCACACCCTGCACTGGATGAGACAG
GCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
CCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAAG
GGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
GCCGTCTACTACTGCGTCAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
CTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTCT
AGC

'SEQIDNO: 109  iCadena pesada

QIQLVOSGAEVKKPGSSVRKVSCKVSGYTFTDHT LHWMRO
APGQGLEWMGYIYPRSGSTKYNENFKGRVTITADTSSST
AYMELSSLRSEDTAVYYCVRRLLFLPLDYWGQGTLVTVS
SASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVTVESSSLG
TOTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPE
LLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VEKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPEN
NYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK

45



ES 2987 508 T3

CAGATTCAGCTGGTGCAGTCAGGCGCCGAAGTGAAGAAA
CCCGGCTCTAGCGTGAAAGTCAGCTGTAAAGTCTCAGGC
TACACCTTCACCGATCACACCCTIGCACTGGATGAGACAG
GCCCCAGGTCAGGGCCTGGAGTGGATGGGCTATATCTAC
CCTAGATCAGGCTCTACTAAGTATAACGAGAACTTTAAG
GGTAGAGTGACTATCACCGCCGACACTAGCTCTAGCACC
GCCTATATGGAACTGTCTAGCCTGAGATCAGAGGACACC
GCCGTCTACTACTGCGTCAGACGGCTGCTGTTCCTGCCC
CTGGACTACTGGGGTCAGGGCACCCTGGTCACCGTGTICT
AGCGCTAGCACTAAGGGCCCAAGTGTGTTTCCCCTGGCC
CCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGGCGGAACTGCTGCCCTG
GGTTGCCTGGTGAAGGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACA
GTGTCCTGGAACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCAC
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGC
CTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCCAGCTCTCTGGGA
ACCCAGACCTATATCTGCAACGTGAACCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGC
GACAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCCCCCCAAG
CCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCCCCGAGGTG
ACCTGCGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGACCCAGAG
GTGAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCAC
AACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAACAGC

ACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAG
GACTGGCTGAACGGCAAAGAATACARGTGCAAAGTCTCC
AACAAGGCCCTGCCAGCCCCAATCGARAAAGACAATCAGC
ARAGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACC
CTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGAT
ATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAAC
AACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGC
AGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGACAAGTCC
AGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAGCTGCAGCGTGATG
CACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGTCCCTG
AGCCTGAGCCCCGGCAAG

\LCDR3 (Kabat)

'SEQID NO: ( {QNDYSYPFT
'SEQIDNO: 114 [LCDRT (Chothia)  SQSLLSSGNQKSY
'SEQIDNO: 115 LCDR2 (Chothia) ~ |WAS

(

'SEQID NO: 116 LCDR3 (Chothia) §DYSYPF
'SEQID NO: 117 VL

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQSLLSSGNQKSYL
TWYQOKPGOAPRLLIYWASTRESGIPAREFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAVYYCQONDYSYPFTFGQGTKLEIK
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'SEQIDNO: 118 VL de ADN

GAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG
ACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC
GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAG

ESEQ ID NO: 119 Cadena ligera

EIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSQSLLSSGNQKSYL
TWYQOKPGOAPRLLIYWASTRESGIPARFSGSGSGTDET
LTISSLOPEDFAVYYCONDYSYPEFTEFGQGTKLEIKRTVA
APSVFEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVQWKY
DNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

ESEQ ID NO: 120 Cadena ligera de ADN

GAGATCGTGATGACTCAGTCACCCGCTACCCTGAGCCTG
AGCCCTGGCGAGAGAGCTACACTGAGCTGTAGATCTAGT
CAGTCACTGCTGTCTAGCGGTAATCAGAAGTCCTACCTG
ACCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGTCAGGCCCCTAGACTG
CTGATCTACTGGGCCTCTACTAGAGAGTCAGGGATCCCC
GCTAGGTTTAGCGGTAGCGGTAGTGGCACCGACTTCACC
CTGACTATCTCTAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCGTC
TACTACTGTCAGAACGACTATAGCTACCCCTTCACCTTC

GGTCAGGGCACTAAGCTGGAGATTAAGCGTACGGTGGCC
GCTCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAG
CTGAAGAGCGGCACCGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAAC
AACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTG
GACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAGAGCGTC
ACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACCTACAGCCTGAGC
AGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCAT
AAGGTGTACGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGC

Otros anticuerpos de la divulgacion incluyen aquellos donde los aminoacidos o acidos nucleicos que codifican los
aminoacidos se han mutados, pero tienen al menos un 60, 70, 80, 90 o 95 por ciento de identidad con las secuencias
descritas en la tabla 1. En algunas realizaciones, se han mutado 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos en las regiones variables en
comparacidon con las regiones variables representadas en la secuencia descrita en la tabla 1, a la vez que conservan
sustancialmente la misma actividad terapéutica que los anticuerpos enumerados en la tabla 1.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2987 508 T3

Ya que cada uno de estos anticuerpos se puede unir a P-cadherina, las secuencias de VH, VL, de la cadena ligera de
longitud completa y de la cadena pesada de longitud completa (secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos
que codifican las secuencias de aminoacidos) se pueden "combinar" para crear otros anticuerpos que se unan a P-
cadherina. Dichos anticuerpos de unién a P-cadherina "combinados” pueden probarse usando los ensayos de union
conocidos en la técnica (p. ej., ELISA 'y otros ensayos descritos en la seccidn de ejemplos). Cuando estas cadenas se
combinan, una secuencia de VH de un emparejamiento VH/VL particular se debe reemplazar con una secuencia de VH
estructuralmente similar. Asimismo, una secuencia de cadena pesada de longitud completa de un emparejamiento de
cadena pesada de longitud completa/cadena ligera de longitud completa particular debe remplazarse con una secuencia
de cadena pesada de longitud completa estructuralmente similar. Asimismo, una secuencia de VL de un emparejamiento
VH/V/L particular debe remplazarse con una secuencia de VL estructuralmente similar. Asimismo, una secuencia de
cadena ligera de longitud completa de un emparejamiento de cadena pesada de longitud completa/cadena ligera de
longitud completa particular debe remplazarse con una secuencia de cadena ligera de longitud completa estructuralmente
similar. Por consiguiente, en un aspecto, lainvencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una regién de unién
a antigeno del mismo que tiene: una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 7 y una regidn variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 17; en donde el anticuerpo se une especificamente a P-cadherina.

En otro aspecto, la invencién proporciona (i) un anticuerpo monoclonal aislado que tiene: una cadena pesada de longitud
completa que comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 que se ha optimizado para su expresién en
la célula de un sistema de expresién de mamifero; y una cadena ligera de longitud completa que comprende una secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19 que se ha optimizado para su expresién en la célula de un sistema de expresién de
mamifero; o (ii) una proteina funcional que comprende una parte de unidén a antigeno de la misma.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona anticuerpos de unién a P-cadherina que comprenden las CDRA1,
CDR2 y CDR3 de cadena pesada y cadena ligera, como se ha descrito en la tabla 1, o combinaciones de las mismas.
Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de VH de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 1, 21, 41, 61, 81
y 101. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VH de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 2, 22, 42,
62, 82 y 102. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de VH de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 3,
23, 43, 63, 83 y 103. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de VL de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID
NO: 11, 31, 51, 71, 91y 111. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VL de los anticuerpos se muestran en las
SEQ ID NO: 12, 32,52, 72, 92y 112. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de VL de los anticuerpos se muestran
enlas SEQ ID NO: 13, 33, 53, 73, 93 y 113.

Ya que cada uno de estos anticuerpos puede unirse a P-cadherina y que la especificidad de unién a antigeno es
proporcionada principalmente por las regiones CDR1, 2 y 3, las secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3 de VH y las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de VL pueden "combinarse" (es decir, se pueden combinar CDR de diferentes
anticuerpos. Dichos anticuerpos de unién a P-cadherina "combinados" se pueden analizar utilizando los ensayos de unién
conocidos en latécnicay los descritos en los ejemplos (p. €j., ELISA). Cuando las secuencias de CDR de VH se combinan,
la secuencia de CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VH particular se debe reemplazar con una 0 mas secuencias
de CDR estructuralmente similares. Asimismo, cuando las secuencias de CDR de VL se combinan, la secuencia de CDR1,
CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VL particular debe remplazarse con una o mas secuencias de CDR estructuralmente
similares. Serd muy evidente para los expertos en la materia que pueden crearse secuencias de VH y VL novedosas
sustituyendo una o mas secuencias de la regién CDR de VH y/o VL con secuencias estructuralmente similares de las
secuencias de CDR mostradas en el presente documento para anticuerpos monoclonales de la presente invencion.

En una realizacién especifica segun la invencidn, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmentos de union a
antigeno) que se une especificamente a P-cadherina comprende una CDR1 de cadena pesada de la SEQ ID NO:1, una
CDR2 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 2; una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 3; una CDR1 de cadena
ligera de la SEQ ID NO: 11; una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 12; y una CDR3 de cadena ligera de la SEQ
ID NO: 13.

En determinadas realizaciones de la divulgacion, un anticuerpo que se une especificamente a P-cadherina es un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmento de unién a antigeno) que se describe en la tabla 1.

1. Identificacién de epitopos y anticuerpos que se unen al mismo epitopo

En el presente documento se desvelan anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidon a antigeno)
que se unen especificamente a un epitopo de la P-cadherina humana que comprende uno o mas restos seleccionados
de los aminoacidos en las posiciones 124, 125, 151, 153, 154, 155, 156, 159, 160, 161, 162, 163, 168, 170, 171y 172 de
la SEQ ID NO: 126. Ademas se desvelan en el presente documento anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j.,
fragmentos de unidén a antigeno) que comprenden una cadena pesada que se une a P-cadherina humana en uno 0 mas
restos de aminoéacidos seleccionados de las posiciones 124, 151, 153-156 y 172 de la SEQ ID NO: 126. También se
desvelan anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) que comprenden una cadena
ligera que se une a P-cadherina humana en uno o mas restos de aminoacidos seleccionados de las posiciones 124, 125,
155, 156, 159-163, 168, 170y 171 de la SEQ ID NO: 126. En algunas realizaciones de la divulgacion, los anticuerpos o
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fragmentos de anticuerpos comprenden un paratopo de unioén a cadena pesada para la proteina P-cadherina humana que
comprende uno o mas restos de aminoacidos seleccionados de las posiciones 52, 54, 56, 60, 65, 105 0 107 de la SEQ ID
NO: 128. En otras realizaciones de la divulgacién, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos comprenden un paratopo
de unién a cadena ligera para la proteina P-cadherina humana que comprende uno o0 mas restos de aminoacidos
seleccionados de las posiciones 1, 2, 27, 28, 30, 68, 92, 93 0 94 de la SEQ ID NO: 129

En el presente documento se desvelan anticuerpos y fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno)
que se unen especificamente al mismo epitopo que los anticuerpos anti-P-cadherina descritos en la tabla 1 o compiten
de forma cruzada con los anticuerpos descritos en la tabla 1. Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos adicionales (p.
ej., fragmentos de unién a antigeno) pueden por lo tanto identificarse en funcidén de su capacidad de competencia cruzada
(p. €j., para inhibir competitivamente la unién, de una manera estadisticamente significativa) con otros anticuerpos de la
invencidn en ensayos de unidn de P-cadherina, por ejemplo, mediante BIACORE o ensayos conocidos por los expertos
en la materia para medir la unién. La capacidad de un anticuerpo de prueba para inhibir la uniéon de los anticuerpos y
fragmentos de anticuerpo (p. ej., fragmentos de uniéon a antigeno) a una P-cadherina (p. ej., P-cadherina humana)
demuestra que el anticuerpo de prueba puede competir con ese anticuerpo o fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmentos
de union a antigeno) porla unién a la P-cadherina; dicho anticuerpo puede, segun una teoria no limitante, unirse al mismo
epitopo o0 a uno relacionado (p. €j., uno estructuralmente similar o espacialmente proximo o solapante) en la proteina P-
cadherina que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) contra el que compite. En
determinadas realizaciones de la divulgacién, los anticuerpos que se unen al mismo epitopo en P-cadherina que los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) descritos en la tabla 1 son anticuerpos
monoclonales humanos o0 humanizados. Dichos anticuerpos monoclonales humanos o humanizados pueden prepararse
y aislarse como se describe en el presente documento.

2. Alteracion adicional del marco de la regién Fc

Los inmunoconjugados de la invencion pueden comprender anticuerpos modificados o fragmentos de unién a antigeno
de los mismos que comprenden ademas modificaciones de los restos de marco en VH y/o VL, p. €]., para mejorar las
propiedades del anticuerpo. En algunas realizaciones, las modificaciones del marco se realizan para disminuir la
inmunogenicidad de un anticuerpo. Por ejemplo, un enfoque consiste en "retromutar" uno o mas restos del marco a la
secuencia de la estirpe germinal correspondiente. Mas especificamente, un anticuerpo que ha experimentado una
mutacidén somatica puede contener restos del marco que difieren de la secuencia de la estirpe germinal de la que deriva
el anticuerpo. Dichos restos pueden identificarse comparando las secuencias del marco del anticuerpo con las secuencias
de la estirpe germinal de las que deriva el anticuerpo. Para devolver las secuencias de la regién marco a su configuracion
de la estirpe germinal, las mutaciones somaticas pueden "retromutarse" a la secuencia de la estirpe germinal mediante,
por ejemplo, mutagénesis dirigida. También se entiende que dichos anticuerpos "retromutados” estan abarcados por la
invencion.

Otro tipo de modificacién del marco implica la mutacidn de uno o mas restos dentro de la regidon marco, o incluso dentro
de una o mas regiones CDR, para eliminar los epitopos de los linfocitos T y reducir de este modo la posible
inmunogenicidad del anticuerpo. Este enfoque también se denomina "desinmunizacion" y se describe con mas detalle en
la publicacién de patente de los EE. UU. n.° 20030153043 de Carr et al.

Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro de las regiones marco o CDR, los anticuerpos de la
invencién pueden modificarse por ingenieria genética para que incluyan modificaciones dentro de la regién Fc,
normalmente para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como la semivida en suero, la fijacion
del complemento, la unidn al receptor de Fc y/o la citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Adicionalmente, un
anticuerpo de la invencidn puede modificarse quimicamente (p. ej., pueden fijarse una 0 mas porciones quimicas al
anticuerpo) o modificarse para alterar su glucosilacién, de nuevo para alterar una 0 mas propiedades funcionales del
anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe con mayor detalle a continuacién.

En una realizacién, la regidén de bisagra de CH1 se modifica de manera que el nimero de restos de cisteina en la region
de bisagra se altere, p. €j., aumente o disminuya. Este enfoque se describe adicionalmente en la patente de los EE. UU.
n.° 5.677.425 de Bodmer et al. El niUmero de restos de cisteina en la region de bisagra de CH1 se altera, por ejemplo,
para facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo.

En otra realizacién, la region de bisagra de Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la semivida biolégica del anticuerpo.
Mas especificamente, se introducen una 0 mas mutaciones de aminoacidos en la regién de interfaz del dominio CH2-CH3
del fragmento de bisagra Fc de manera que el anticuerpo tenga una alteracion de la unién de proteina A estafilocécica
(SpA) con respecto a la union de SpA del dominio de bisagra Fc nativo. Este enfoque se describe con mas detalle en la
patente de los EE. UU. n.° 6.165.745 de Ward et al.

En otras realizaciones mas, la regidon Fc se altera reemplazando al menos un resto de aminoacido por un resto de
aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno 0 mas aminoacidos pueden
reemplazarse por un resto de aminoacido diferente, de tal manera que el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un
ligando efector, pero conserve la capacidad de unidn a antigeno del anticuerpo precursor. El ligando efector cuya afinidad
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de altera puede ser, por ejemplo, un receptor de Fc o el componente C1 del complemento. Este enfoque se describe, p.
€j., en las patentes de los EE. UU. n.? 5.624.821 y 5.648.260, ambas de Winter et al.

En otra realizacion, pueden remplazarse uno 0 mas aminoacidos seleccionados de restos de aminoacidos por un resto
de aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga una uniéon a C1q alterada y/o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) reducida o anulada. Este enfoque se describe, p. €j., en la patente de los EE.UU. n.° 6.194.551 de
Idusogie et al.

En otra realizacion, se alteran uno o mas restos de aminoacidos para alterar de este modo la capacidad del anticuerpo
para fijar el complemento. Este enfoque se describe, p. €j., en la publicacién PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. En una
realizacién especifica, uno 0 mas aminoacidos de un anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo de la presente
invencidn se reemplazan por uno o mas restos de aminoacidos alotipicos, tales como los que se muestran en la figura 4
para la subclase 1gG1 y el isotipo kappa. Los restos de aminoacidos alotipicos también incluyen, pero sin limitacion, la
region constante de la cadena pesada de las subclases 1gG1, 1gG2 e 1gG3, asi como la regidn constante de la cadena
ligera del isotipo kappa como describen Jefferis et al., MAbs. 1:332-338 (2009).

En otra realizacién mas, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy modificando
uno o mas aminoacidos. Este enfoque se describe, p. €j., en la publicacién PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, se han
cartografiado los sitios de unién en IgG1 humana para FcyRI, FcyRIIl, FcyRIlly FcRny se han descrito variantes con unién
mejorada (véase Shields et al., J. Biol. Chem. 276. 6591-6604, 2001).

En otra realizacién mas, se modifica la glucosilacion de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede hacer un anticuerpo
aglucosilado (es decir, el anticuerpo carece de glucosilacion). La glucosilaciéon puede alterarse para, por ejemplo,
aumentar la afinidad del anticuerpo por el "antigeno". Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por
ejemplo, alterando uno o mas sitios de glucosilacién dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden realizar
una o mas sustituciones de aminoacidos que den lugar a la eliminacién de uno o mas sitios de glucosilacién del marco de
la region variable para eliminar de este modo la glucosilacion en ese sitio. Una aglucosilacion de este tipo puede aumentar
la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Se describe un enfoque de este tipo, p. €j., en las patentes de los EE. UU. n.°
5.714.350 y 6.350.861, de Co et al.

Adicionalmente o como alternativa, se puede preparar un anticuerpo que tenga un tipo alterado de glucosilacién, tal como
un anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de restos de fucosilo o0 un anticuerpo que tenga un aumento
de estructuras de GlcNac bisecantes. Se ha demostrado que dichos patrones de glucosilacién alterados aumentan la
capacidad de ADCC de los anticuerpos. Pueden lograrse modificaciones de carbohidratos de este tipo, por ejemplo,
expresando el anticuerpo en una célula hospedadora con maquinaria de glucosilacién alterada. Se han descrito en la
técnica células con una maquinaria de glucosilacion alterada y pueden usarse como células hospedadoras en las que
expresar anticuerpos recombinantes de la invencidn para producir de esta manera un anticuerpo con glucosilacién
alterada. Por ejemplo, el documento EP 1.176.195 de Hang et al. describe una estirpe celular con un gen de FUT8
funcionalmente alterado, que codifica una fucosil transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en dicha estirpe
celular presenten hipofucosilacion. La publicacién PCT WO 03/035835 de Presta describe una estirpe celular CHO
variante, células Lecl3, con capacidad reducida para unir fucosa a carbohidratos ligados a Asn(297), lo que también da
lugar a la hipofucosilacién de los anticuerpos expresados en esa célula hospedadora (véase también Shields et al., (2002)
J. Biol. Chem. 277.:26733-26740). En la publicacién PCT WO 99/54342 de Umana et al. se describen estirpes celulares
disefladas para expresar glucosil transferasas modificadoras de glucoproteinas (p. ej., beta (1,4)-N
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTlll)), de modo que los anticuerpos expresados en las estirpes celulares modificadas
presentan mas estructuras de GlcNac bisecantes, lo que da lugar a una mayor actividad ADCC de los anticuerpos (véase
también Umana et al., Nat. Biotech. 17:176-180, 1999).

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida biolégica. Son posibles diversos enfoques. Por
ejemplo, pueden introducirse una 0 mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describen en la
patente de los EE. UU. n.°6.277.375 de Ward. Como alternativa, para aumentar la semivida biolégica, el anticuerpo puede
alterarse dentro de la regién CH1 o CL para que contenga una epitopo de union a receptor de rescate tomado de dos
bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG, como se describe en las patentes de los EE. UU. n.° 5.869.046
y 6.121.022 de Presta et al.

3. Produccién de anticuerpos contra P-cadherina

Los anticuerpos anti-P-cadherina y fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) de los mismos
pueden producirse por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitacién, expresién recombinante,
sintesis quimica y digestién enzimatica de tetrameros de anticuerpos, mientras que los anticuerpos monoclonales de
longitud completa pueden obtenerse mediante, p. €j., hibridoma o produccién recombinante. La expresion recombinante
puede ser a partir de cualquier célula hospedadora adecuada conocida en la técnica, por ejemplo, células hospedadoras
de mamifero, células hospedadoras bacterianas, células hospedadoras de levadura, células hospedadoras de insecto,
etc.
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La invencion proporciona ademas polinucledtidos que codifican los anticuerpos descritos en el presente documento, p.
ej., polinucleétidos que codifican regiones variables de cadena ligera o pesada o segmentos que comprenden las regiones
determinantes de la complementariedad como se describen en el presente documento. En algunas realizaciones, el
polinucleétido que codifica las regiones variables de cadena pesada tiene al menos un 85 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la SEQ ID NO: 8.
En algunas realizaciones, el polinucledtido que codifica las regiones variables de cadena ligera tiene al menos un 85 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % de identidad de secuencia de acido nucleico
con la SEQ ID NO: 18.

En algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica la cadena pesada tiene al menos un 85 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la SEQ ID
NO: 10. En algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica la cadena ligera tiene al menos un 85 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % de identidad de secuencia de acido nucleico con la SEQ
ID NO: 20,

Los polinucledtidos de la invencién pueden codificar solo la secuencia de la region variable de un anticuerpo anti-P-
cadherina de la invencién. También pueden codificar tanto una region variable como una region constante del anticuerpo.
Algunas de las secuencias polinucleotidicas codifican un polipéptido que comprende regiones variables tanto de la cadena
pesada como de la cadena ligera de un anticuerpo de raton anti-P-cadherina ilustrativo. Algunos otros polinucleétidos
codifican dos segmentos polipeptidicos que son respectivamente sustancialmente idénticos a las regiones variables de la
cadena pesada y la cadena ligera de uno de los anticuerpos de ratén.

Las secuencias polinucleotidicas pueden producirse por sintesis de ADN de novo en fase sélida o por mutagénesis por
PCR de una secuencia existente (p. €j., las secuencias descritas en los ejemplos a continuacién) que codifica un
anticuerpo anti-P-cadherina o su fragmento de unién. La sintesis quimica directa de acidos nucleicos se puede lograr
mediante métodos conocidos en la técnica, tales como el método de fosfotriéster de Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90,
1979; el método de fosfodiéster de Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109, 1979; el método de dietilfosforoamidita de
Beaucage et al., Tetra. Lett., 22:1859, 1981; y el método de soporte sdlido de la patente de los EE. UU. n.° 4.458.066. La
introducciéon de mutaciones en una secuencia polinucleotidica mediante PCR se puede realizar como se describe, p. €.,
en PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification, H.A. Erlich (Ed.), Freeman Press, NY, NY, 1992;
PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et al. (Ed.), Academic Press, San Diego, CA, 1990; Mattila ef
al., Nucleic Acids Res. 19:967, 1991; y Eckert et al., PCR Methods and Applications 1:17, 1991.

También se proporcionan en la invencion vectores de expresion y células hospedadoras para producir los anticuerpos
anti-P-cadherina de la invencién descritos anteriormente. Se pueden emplear diversos vectores de expresiéon para
expresar los polinucledtidos que codifican las cadenas de anticuerpos anti-P-cadherina o los fragmentos de union. Se
pueden usar vectores de expresidon basados en virus y no viricos para producir los anticuerpos en una célula hospedadora
de mamifero. Los vectores y sistemas no viricos incluyen plasmidos, vectores episémicos, normalmente con un casete de
expresion para expresar una proteina o ARN, y cromosomas artificiales humanos (véase, p. €j., Harrington et al., Nat
Genet 15: 345, 1997). Por ejemplo, los vectores no viricos Utiles para la expresion de los polinucleétidos y polipéptidos
anti-P-cadherina en células de mamiferos (p. ej., humanas) incluyen pThioHis A, By C, pcDNA™3.1/His, pEBVHis A, By
C, (Invitrogen, San Diego, CA), vectores MPSV y numerosos otros vectores conocidos en la técnica para expresar otras
proteinas. Los vectores viricos Utiles incluyen vectores basados en retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados,
herpesvirus, vectores basados en SV40, virus del papiloma, virus de Epstein Barr HBP, vectores del virus variolovacunal
y virus del bosque de Semliki (SFV). Véase, Brent ef al., citado anteriormente; Smith, Annu. Rev. Microbiol. 49: 807, 1995;
y Rosenfeld et al., Cell 68: 143, 1992.

La eleccién del vector de expresion depende de las células hospedadoras en las que se prevé que se exprese el vector.
Normalmente, los vectores de expresion contienen un promotor y otras secuencias reguladoras (p. €j., potenciadores) que
estan unidas operativamente a los polinucledtidos que codifican una cadena o un fragmento de un anticuerpo anti-P-
cadherina. En algunas realizaciones, se emplea un promotor inducible para evitar la expresién de secuencias insertadas
excepto en condiciones inductoras. Los promotores inducibles incluyen, p. ej., arabinosa, lacZ, promotor de metalotioneina
0 un promotor de choque térmico. Los cultivos de organismos transformados se pueden expandir en condiciones no
inductoras sin sesgar la poblacion en favor de secuencias codificantes cuyos productos de expresién son mejor tolerados
por las células hospedadoras. Ademas de los promotores, también se pueden requerir o desear otros elementos
reguladores para la expresion eficaz de una cadena o fragmento de anticuerpo anti-P-cadherina. Estos elementos
normalmente incluyen un codén de iniciacion ATG y un sitio de unién al ribosoma adyacente u otras secuencias. Ademas,
la eficiencia de expresion puede potenciarse mediante la inclusién de potenciadores adecuados para el sistema celular
en uso (véase, p. €j., Scharf et al., Results Probl. Cell Differ. 20:125, 1994, y Bittner et al., Meth. Enzymol., 153:5186, 1987).
Por ejemplo, puede utilizarse el potenciador de SV40 o el potenciador de CMV para aumentar la expresion en células
hospedadoras de mamifero.

Los vectores de expresion también pueden proporcionar una posicién de secuencia de sefial de secrecion para formar
una proteina de fusién con polipéptidos codificados por secuencias de anticuerpos anti-P-cadherina. Mas a menudo, las
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secuencias de anticuerpos anti-P-cadherina insertadas se unen a secuencias sefial antes de su inclusidon en el vector. Los
vectores que se vas a usar para recibir secuencias que codifican dominios variables de cadena ligera y pesada de
anticuerpos anti-P-cadherina a veces también codifican regiones constantes o partes de las mismas. Dichos vectores
permiten la expresion de las regiones variables como proteinas de fusion con las regiones constantes, conduciendo de
este modo a la produccion de anticuerpos intactos o fragmentos de los mismos. Normalmente, dichas regiones constantes
son humanas.

Las células hospedadoras para albergar y expresar las cadenas de anticuerpos anti-P-cadherina pueden ser procariotas
0 eucariotas. La E. coli es un hospedador procariota Util para clonary expresar los polinucleotidos de la presente invencion.
Otros hospedadores microbianos adecuados para usar incluyen bacilos, tales como Bacillus subtilis, y otras
enterobacterias, tales como Salmonella, Serratia y diversas especies de Pseudomonas. En estos hospedadores
procariotas, también se pueden preparar vectores de expresion, que contienen habitualmente secuencias de control de
la expresion compatibles con la célula hospedadora (p. €j., un origen de replicacion). Ademas, estara presente cualquiera
de diversos promotores bien conocidos, tales como el sistema promotor de lactosa, un sistema promotor de triptéfano
(trp), un sistema promotor de beta-lactamasa o un sistema promotor del fago lambda. Los promotores controlan
normalmente la expresion, opcionalmente con una secuencia operadora, y tienen secuencias de sitios de unién a
ribosomas y similares, parainiciary completar la transcripcion y la traducciéon. También pueden emplearse otros microbios,
tales como levadura, para expresar los polipéptidos anti-P-cadherina de la invencidn. También se pueden usar células de
insecto en combinacidn con vectores de baculovirus.

En algunas realizaciones preferidas, se usan células hospedadoras de mamifero para expresar y producir los polipéptidos
anti-P-cadherina de la presente invencion. Por ejemplo, pueden ser una estirpe celular de hibridoma que exprese genes
de inmunoglobulina enddgenos (p. €j., los clones de hibridoma de mieloma como se describen en los ejemplos) 0 una
estirpe celular de mamifero que alberga un vector de expresion exégeno (p. €j., las células de mieloma SP2/0 ilustradas
a continuacioén). Estas incluyen cualquier célula humana o animal mortal normal o inmortal normal 0 anémala. Por ejemplo,
se han desarrollado varias estirpes celulares hospedadoras adecuadas capaces de secretar inmunoglobulinas intactas,
incluidas las estirpes celulares CHO, diversas estirpes celulares Cos, células Hela, estirpes celulares de mieloma,
linfocitos B transformados e hibridomas. El uso del cultivo celular de tejidos de mamiferos para expresar polipéptidos se
analiza en general en, p. ej., Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987. Los vectores de
expresion para células hospedadoras de mamiferos pueden incluir secuencias de control de la expresion, tales como un
origen de replicacién, un promotor y un potenciador (véase, p. ej., Queen et al., Immunol. Rev. 89: 49-68, 1986), y los
sitios de informacién de procesamiento necesarios, tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de corte y empalme de
ARN, sitios de poliadenilacién y secuencias terminadoras de la transcripcion. Estos vectores de expresién contienen
habitualmente promotores derivados de genes de mamiferos o de virus de mamiferos. Los promotores adecuados pueden
ser constitutivos, especificos del tipo celular, especificos de fase y/o modulables o regulables. Los promotores Utiles
incluyen, pero sin limitacion, el promotor de la metalotioneina, el promotor tardio principal constitutivo de adenovirus, el
promotor inducible por dexametasona de MMTV, el promotor de SV40, el promotor de pollll de MRP, el promotor
constitutivo de MPSV, el promotor inducible por tetraciclina de CMV (tal como el promotor temprano inmediato del CMV
humano), el promotor constitutivo de CMV y combinaciones de promotor-potenciador conocidas en la técnica.

Los métodos para introducir vectores de expresion que contengan las secuencias polinucleotidicas de interés varian
dependiendo del tipo de hospedador celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro de calcio se utiliza habitualmente
para las células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacion se pueden utilizar para
otros hospedadores celulares (véase en general Sambrook et al., citado anteriormente). Otros métodos incluyen, p. €],
electroporacién, tratamiento con fosfato de calcio, transformacién mediada por liposomas, inyeccién y microinyeccion,
métodos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, conjugados de policatidon:acido nucleico, ADN desnudo, viriones
artificiales, fusiéon a la proteina estructural VP22 del virus del herpes (Elliot y O'Hare, Cell 88:223, 1997), captacion
potenciada por agente de ADN y transduccion ex vivo. Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas
recombinantes, a menudo se deseara una expresién estable. Por ejemplo, pueden prepararse estirpes celulares que
expresen de forma estable cadenas o fragmentos de union de anticuerpos de unién anti-P-cadherina utilizando vectores
de expresidn de la invencidn que contengan origenes viricos de replicacién o elementos de expresion enddgenos y un
gen marcador seleccionable. Después de la introduccion del vector, se puede permitir que las células se propaguen
durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiar al medio selectivo. El propdsito del marcador seleccionable
es conferir resistencia a la seleccidon y su presencia permite la multiplicacién de células que expresan con éxito las
secuencias introducidas en medios selectivos. Las células resistentes, transfectadas de forma estable, pueden proliferar
utilizando técnicas de cultivo tisular adecuadas para el tipo celular.

Usos terapéuticos y diagnésticos

Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de uniéon a antigeno) y conjugados de anticuerpos y
farmacos de la invencién son Utiles en diversas aplicaciones que incluyen, pero sin limitacion, el tratamiento del cancer,
tal como canceres sélidos. En determinadas realizaciones, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos
de union a antigeno) y conjugados de anticuerpos y farmacos de lainvencion son Utiles para inhibir el crecimiento tumoral,
inducir la diferenciacion, reducir el volumen tumoral y/o reducir la tumorigenicidad de un tumor. Los métodos de uso
pueden ser métodos in vitro, ex vivo o in vivo.
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En un aspecto, los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) y los conjugados de
anticuerpos y farmacos de la invencidn son Utiles para detectar la presencia de P-cadherina en una muestra biolégica. El
término "deteccion", como se utiliza en el presente documento, abarca la deteccién cuantitativa o cualitativa. En
determinadas realizaciones, una muestra bioldgica comprende una célula o tejido. En determinadas realizaciones, dichos
tejidos incluyen tejidos normales y/o cancerosos que expresan P-cadherina en niveles mas altos en relacion con otros
tejidos.

En un aspecto, la divulgacidén proporciona un método para detectar la presencia de P-cadherina en una muestra biologica.
En determinadas realizaciones, el método comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo anti-P-
cadherina en condiciones que permitan la unién del anticuerpo al antigeno y detectar si se forma un complejo entre el
anticuerpo y el antigeno.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para diagnosticar un trastorno asociado con el aumento de la
expresion de P-cadherina. En determinadas realizaciones, el método comprende poner en contacto una célula de prueba
con un anticuerpo anti-P-cadherina; determinar el nivel de expresién (de forma cuantitativa o cualitativa) de P-cadherina
en la célula de prueba detectando la unién del anticuerpo anti-P-cadherina al antigeno de P-cadherina; y comparar el nivel
de expresidon de P-cadherina en la célula de prueba con el nivel de expresiéon de P-cadherina en una célula de control (p.
€j., una célula normal del mismo origen tisular que la célula de prueba o una célula que expresa P-cadherina a niveles
comparables a dicha célula normal), en donde un mayor nivel de expresidon de P-cadherina en la célula de prueba en
comparacién con la célula de control indica la presencia de un trastorno asociado con una mayor expresion de P-cadherina.
En determinadas realizaciones, la célula de prueba se obtiene de un individuo del que se sospecha que tiene un trastorno
asociado con una mayor expresion de P-cadherina. En determinadas realizaciones, el trastorno es un trastorno de
proliferacién celular, tal como un cancer o un tumor. En determinadas realizaciones, el método comprende medir el nimero
de copias del gen de P-cadherina en una célula de prueba. En determinadas realizaciones, el método comprende detectar
una mutacién por translocacion PAX-FOXO. El nUmero de copias de un gen y/o mutaciones por translocacién se pueden
detectar usando métodos estandar conocidos en la técnica, por ejemplo, PCR, RTPCR, etc.

En determinadas realizaciones, un método de diagnéstico o deteccion, tal como los descritos anteriormente, comprende
detectar la union de un anticuerpo anti-P-cadherina a P-cadherina expresada en la superficie de una célula o en una
preparacién de membrana obtenida de una célula que expresa P-cadherina en su superficie. Un ensayo ilustrativo para
detectar la unién de un anticuerpo anti-P-cadherina a P-cadherina expresada en la superficie de una célula es un ensayo
"FACS".

Se pueden utilizar otros métodos determinados para detectar la unién de anticuerpos anti-P-cadherina a P-cadherina.
Dichos métodos incluyen, pero sin limitacién, ensayos de unién a antigeno que son bien conocidos en la técnica, tales
como transferencias de Western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas),
inmunoensayos de tipo "sandwich", ensayos de inmunoprecipitacién, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de
proteina A e inmunohistoquimica (IHC).

En determinadas realizaciones, se marcan anticuerpos anti-P-cadherina. Los marcadores incluyen, pero sin limitacion,
marcadores o porciones que se detectan directamente (tales como marcadores fluorescentes, cromoéforos, electrodensos,
quimioluminiscentes y radiactivos), asi como porciones, tales como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente,
p. €j., mediante una reaccién enzimatica o interaccién molecular.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-P-cadherina se inmovilizan en una matriz insoluble. La inmovilizacion
implica separar el anticuerpo anti-P-cadherina de cualquier proteina P-cadherina que quede libre en solucidén. Esto se
logra convencionalmente ya sea insolubilizando el anticuerpo anti-P-cadherina antes del procedimiento de ensayo o
mediante adsorcion a una matriz o superficie insoluble en agua (Bennich et al, patente de los EE. UU. n.° 3.720.760), o
mediante acoplamiento covalente (por ejemplo, usando reticulacion con glutaraldehido), o insolubilizando el anticuerpo
anti-P-cadherina después de la formacion de un complejo entre el anticuerpo anti-P-cadherina y la proteina P-cadherina,
p. ej., mediante inmunoprecipitacion.

Cualquiera de las realizaciones anteriores de diagnéstico o deteccion se puede llevar a cabo usando un inmunoconjugado
de lainvencion en lugar de o0 ademas de un anticuerpo anti-P-cadherina.

En una realizacidn, la divulgacion proporciona un método para tratar o prevenir una enfermedad que comprende
administrar los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. e€j., fragmentos de union a antigeno) o conjugados de
anticuerpos y farmacos de la invencion a un paciente. La divulgacion también proporciona el uso de los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno o conjugados de farmacos y anticuerpos de la invencién
para tratar o prevenir una enfermedad en un paciente. En algunas realizaciones, la invencidn proporciona anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno o conjugados de farmacos y anticuerpos de la invencién
para su uso en el tratamiento o la prevencion de una enfermedad en un paciente. En realizaciones adicionales, la
divulgacion proporciona el uso de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno o
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conjugados de farmacos y anticuerpos de la invencion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la
prevencién de una enfermedad en un paciente.

En determinadas realizaciones, la enfermedad tratada con los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos
de unidén a antigeno) y conjugados de anticuerpos y farmacos de lainvencién es un cancer. En determinadas realizaciones,
el cancer se caracteriza por células que expresan P-cadherina a las que se unen los anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) y conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencion. En
determinadas realizaciones, el cancer se caracteriza por un aumento de la expresién de P-cadherina en relacién con un
paciente sano. En algunas realizaciones, la expresién de P-cadherina se puede medir mediante un aumento en el ARN
de P-cadherina. En otras realizaciones, el cancer se caracteriza por un aumento del nimero de copias de ADN de P-
cadherina. Los expertos en la técnica conocen otros métodos para medir o determinar los niveles de expresiéon de P-
cadherina. Los ejemplos de enfermedades que pueden tratarse y/o prevenirse incluyen, pero sin limitacion, carcinoma
adrenocortical, cancer de vejiga, cancer de hueso, cancer de mama, teratomas/tumores rabdoides atipicos del sistema
nervioso central, cancer de colon, cancer colorrectal, tumores embrionarios, cancer de endometrio, cancer de eséfago,
cancer gastrico, cancer de cabezay cuello, cancer hepatocelular, sarcoma de Kaposi, cancer de higado, cancer de pulmon,
incluido el cancer microcitico de pulmoén y el cancer no microcitico de pulmén, cancer de ovario, cancer de recto,
rabdomiosarcoma, cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, cancer
escamoso de cuello, cancer de estomago, cancer de Utero, cancer de vagina y cancer de vulva.

La presente divulgacidon proporciona métodos para tratar el cancer que comprenden administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de uniéon a antigeno) o
conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencién. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer sélido. En
determinadas realizaciones, el sujeto es un ser humano. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer resistente
y/o un cancer recidivante. En determinados aspectos, por ejemplo, el cancer resistente es resistente a inhibidores de
tirosina cinasa, incluidos, pero sin limitacién, inhibidores de EGFR, inhibidores de Her2, inhibidores de Her3, inhibidores
de IGFR e inhibidores de Met. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer resistente a Her2.

En determinadas realizaciones, la divulgacion proporciona métodos para inhibir el crecimiento tumoral que comprenden
administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €.,
fragmentos de union a antigeno) o conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencién. En determinadas realizaciones,
el sujeto es un ser humano. En determinadas realizaciones, el sujeto tiene un tumor o se le ha extirpado un tumor. En
determinadas realizaciones, el tumor es resistente a otros inhibidores de la tirosina cinasa, incluidos, pero sin limitacion,
inhibidores de EGFR, inhibidores de Her2, inhibidores de Her3, inhibidores de IGFR e inhibidores de Met.

En determinadas realizaciones, el tumor expresa la P-cadherina a la que se une el anticuerpo anti-P-cadherina. En
determinadas realizaciones de la divulgacién, el tumor sobreexpresa la P-cadherina humana. En determinadas
realizaciones de la divulgacién, el tumor tiene un mayor nimero de copias del gen de la P-cadherina.

La presente divulgacion también proporciona métodos para seleccionar a pacientes para su tratamiento con anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) o conjugados de anticuerpos y farmacos de la
invencidon que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de dichos anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) o conjugados de anticuerpos y farmacos. En determinados aspectos,
el método comprende seleccionar a pacientes con un cancer resistente a inhibidores de la tirosina cinasa. En
determinados aspectos se contempla que el cancer resistente a inhibidores de la tirosina cinasa es resistente a inhibidores
de EGFR, inhibidores de Her2, inhibidores de Her3, inhibidores de IGFR y/o inhibidores de Met. En determinados aspectos,
se contempla que el cancer resistente es un cancer resistente a Her2. Mas especificamente se contempla que el cancer
resistente a Her2 no responde a trastuzumab o trastuzumab emtansina. En determinados aspectos se contempla que el
cancer es un cancer resistente de novo y en otros aspectos mas se contempla que el cancer es un cancer recidivante,
por ejemplo, un cancer Her2 recidivante. En determinados aspectos, los métodos comprenden seleccionar a un paciente
con un cancer resistente de novo o recidivante y medir la expresién de P-cadherina. Se contempla que en determinados
aspectos el cancer o tumor recidivante no era inicialmente un cancer o tumor que expresara P-cadherina, sino que se
convierte en un cancer positivo para P-cadherina que es un cancer o tumor resistente a tirosina cinasa o recidivante
después del tratamiento con inhibidores de tirosina cinasa (por ejemplo, trastuzumab o trastuzumab emtansina).

Para el tratamiento de la enfermedad como se desvela en el presente documento, la dosis adecuada de los anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unidon a antigeno) o conjugados de anticuerpos y farmacos depende de
diversos factores, tales como el tipo de enfermedad que se va a tratar, la gravedad y la evolucién de la enfermedad, la
capacidad de respuesta de la enfermedad, la terapia previa, el historial clinico del paciente, etcétera. El anticuerpo o
agente se puede administrar una vez o a lo largo de una serie de tratamientos que duran desde varios dias hasta varios
meses, 0 hasta que se efectlie una cura o se logre una disminucion de la patologia (p. ej., reduccion del tamafio del tumor).
Los esquemas de dosificacion éptimos se pueden calcular a partir de mediciones de la acumulacién del farmaco en el
cuerpo del paciente y variaran en funcion de la potencia relativa de un anticuerpo individual, fragmento de anticuerpo (p.
ej., fragmento de unidn a antigeno) o conjugados de anticuerpos y farmacos. El médico responsable puede estimar las
tasas de repeticion para la dosificacion en funcién de los tiempos de permanencia medidos y las concentraciones del
farmaco en liquidos o tejidos corporales.
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Terapia de combinacién

En determinados casos, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmento de unién a antigeno) o conjugado de
anticuerpo y farmaco de la presente invencidon se combina con otros agentes terapéuticos, tales como otros agentes
antineoplasicos, agentes antialérgicos, agentes contra las nauseas (0 antieméticos), analgésicos, agentes citoprotectores
y combinaciones de los mismos.

En una realizacion, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (p. ej., fragmento de unién a antigeno) o conjugado de
anticuerpo y farmaco de la presente invencion se combina en una formulacion de combinacion farmacéutica, o régimen
de dosificacion como terapia combinada, con un segundo compuesto que tiene propiedades antineoplasicas. El segundo
compuesto de la formulacién o el régimen de dosificacion de combinacion farmacéutica puede tener actividades
complementarias al anticuerpo o inmunoconjugado de la combinacién de modo que no se afecten negativamente entre
si. Por ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo (p. €j., fragmento de unién a antigeno) o el conjugado de
anticuerpo y farmaco de la presente invencion se puede administrar en combinacion con, pero sin limitacién, un agente
quimioterapéutico, un inhibidor de la tirosina cinasa, un inhibidor de la ruta de sefializacion posterior de P-cadherina,
inhibidores de IAP, inhibidores de Bcl2, inhibidores de Mcl1 y otros inhibidores de P-cadherina.

La expresién "combinacién farmacéutica", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una combinacién fija en
una forma farmacéutica unitaria o una combinacion no fija o un kit de partes para la administracion combinada donde dos
0 mas agentes terapéuticos pueden administrarse independientemente al mismo tiempo o por separado dentro de los
intervalos de tiempo, especialmente cuando estos intervalos de tiempo permiten que los compafieros de la combinacion
muestren un efecto cooperativo, p. €j., sinérgico.

La expresion "terapia combinada" se refiere a la administracién de dos 0 mas agentes terapéuticos para tratar una afeccion
o trastorno terapéutico que se describe en la presente divulgacién. Dicha administracién engloba la coadministracion de
estos agentes terapéuticos de una manera sustancialmente simultanea, tal como en una Unica capsula que tiene una
proporcion fija de los principios activos. Como alternativa, una administracién de este tipo engloba la coadministracion en
recipientes multiples o independientes (p. €j., capsulas, polvos y liquidos) para cada principio activo. Los polvos y/o
liquidos se pueden reconstituir o diluir a la dosis deseada antes de la administracion. Ademas, dicha administracién
también engloba el uso de cada tipo de agente terapéutico de una manera secuencial, ya sea aproximadamente al mismo
tiempo 0 en momentos diferentes. En cualquier caso, la pauta de tratamiento proporcionara efectos beneficiosos de la
combinacién farmacolégica para tratar las afecciones o trastornos descritos en el presente documento.

La terapia combinada puede proporcionar "sinergia" y ser "sinérgica", es decir, el efecto logrado cuando los principios
activos se usan juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan del uso de los compuestos por separado. Se
puede lograr un efecto sinérgico cuando los principios activos son: (1) coformulados y administrados o suministrados
simultdneamente en una formulacién de dosis unitaria combinada; (2) suministrados por alternancia o en paralelo como
formulaciones separadas; o (3) en alguna otra pauta. Cuando se administran en terapia alternante, se puede lograr un
efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o suministran secuencialmente, p. ej., mediante diferentes
inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia alternante, se administra una dosis eficaz de cada uno
de los principios activos secuencialmente, es decir, en serie, mientras que en la terapia combinada, se administran dosis
eficaces de dos 0 mas principios activos juntas.

Los agentes quimioterapéuticos generales considerados para su uso en terapias combinadas incluyen anastrozol
(Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfan (Myleran®), busulfan para inyeccion
(Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4-pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino (Paraplatin®), carmustina
(BICNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®), ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®),
citarabina, arabinésido de citosina (Cytosar-U®), citarabina en liposomas para inyeccion (DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-
Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de daunorrubicina (Cerubidine®), citrato de
daunorrubicina en liposomas para inyeccion (DaunoXome®), dexametasona, docetaxel (Taxotere®), clorhidrato de
doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etoposido (Vepesid®), fosfato de fludarabina (Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®,
Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodesoxicitidina), hidroxiurea (Hydrea®), |darrubicina
(Idamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina de calcio, melfalan
(Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), mylotarg, paclitaxel
(Taxol®), phoenix (Itrio90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de
tamoxifeno (Nolvadex®), tenipésido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), clorhidrato de topotecan
para inyeccion (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina (Oncovin®) y vinorelbina (Navelbine®).

En un aspecto, la presente divulgacidn proporciona un método para tratar el cancer administrando a un sujeto que lo
necesite un conjugado de anticuerpo y farmaco de la presente invencion en combinacion con uno 0 mas inhibidores de
tirosina cinasa, incluidos, entre otros, inhibidores de EGFR, inhibidores de Her2, inhibidores de Her3, inhibidores de IGFR
e inhibidores de Met.
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Por ejemplo, los inhibidores de tirosina cinasas incluyen, pero sin limitacién, clorhidrato de erlotinib (Tarceva®); linifanib
(N-[4-(3-amino-1H-indazol-4-il)fenil]-N'-(2-fluoro-5-metilfenil)urea, que también se conoce como ABT 869, que se puede
adquirir de Genentech); malato de sunitinib (Sutent®); bosutinib (4-[(2,4-dicloro-5-metoxifenil)amino]-6-metoxi-7-[3-(4-
metilpiperazin-1-il)propoxilquinolin-3-carbonitrilo, que también se conoce como SKI-606, y se describe en la patente de
los EE. UU. n.°6.780.996); dasatinib (Sprycel®); pazopanib (Votrient®); sorafenib (Nexavar®); zactima (ZD6474); e imatinib
o mesilato de imatinib (Gilvec® y Gleevec®).

Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) incluyen, pero sin limitacion, clorhidrato de
erlotinib  (Tarceva®), Gefitinib  (Iressa®);  N-[4-[(3-Cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3"S")-tetrahidro-3-furanil]oxi]-6-
quinazolinil]-4(dimetilamino)-2-butenamida, tovok®); Vandetanib (Caprelsa®); Lapatinib (Tykerb®): (3R,4R)-4-Amino-1-((4-
((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-il)metil) piperidin-3-ol (BMS690514); diclorhidrato de canertinib (CI-1033);
6-[4-[(4-etil-1-piperazinil)metillfenil]-N-[(1R)-1-feniletil]-7H-pirrolo[2, 3-d]pirimidin-4-amina (AEE788, CAS 497839-62-0);
Mubritinib (TAK165); Pelitinib (EKB569); Afatinib (BIBW2992); Neratinib (HKI-272); éster (3S)-3-morfoliniimetilico del acido
N-[4-[[1-[(3-fluorofenil)metil]-1H-indazol-5-illamino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il]-carbamico (BMS599626); N-(3,4-
Dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5B ,6aa)-octahidro-2-metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-4-quinazolinamina (XL647,
CAS 781613-23-8); y 4{4-{[(1R)-1-feniletillamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol (PKI166, CAS 187724-61-4).

Los anticuerpos contra EGFR incluyen, pero sin limitacion, Cetuximab (Erbitux®); Panitumumab (Vectibix®); Matuzumab
(EMD-72000); Trastuzumab (Herceptin®); Nimotuzumab (hR3): Zalutumumab; TheraCIM h-R3; MDX0447 (CAS 339151-
96-1); y ch806 (mAb-806, CAS 946414-09-1).

Los inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (receptor Her2) (que también se conoce como
Neu, ErbB-2, CD340 o p185) incluyen, pero sin limitacion, Trastuzumab (Herceptin®); Pertuzumab (Omnitarg®); emtansina
de trastuzumab (Kadcyla®); Neratinib (HKI-272, (2E)-N-[4-[[3-cloro-4-[(piridin-2-il)metoxi]fenilJamino]-3-ciano-7-
etoxiquinolin-6-il]-4-(dimetilamino)but-2-enamida, y descrita en la Publicacion PCT n.° WO 05/028443); Lapatinib o
ditosilato de Lapatinib (Tykerb®); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-
ilmetil)piperidin-3-ol (BMS690514), (2E)-N-[4-[(3-Cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3S)-tetrahidro-3-furanil]Joxi]-6-
quinazolinil]-4-(dimetilamino)-2-butenamida (BIBW-2992, CAS 850140-72-6); éster (3S)-3-morfolinilmetilico del acido N-
[4-[[1-[(3-fluorofenil)metil]-1H-indazol-5-ilJamino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il]-carbamico (BMS 599626, CAS
714971-09-2); diclorhidrato de Canertinib (PD183805 o CI-1033); y N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5B,6aq)-
octahidro-2-metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8).

Los inhibidores de Her3 incluyen, pero sin limitacién, LUIM716, MM-121, AMG-888, RG7116, REGN-1400, AV-203, MP-
RM-1, MM-111 y MEHD-7945A.

Los inhibidores de MET incluyen, pero sin limitacion, Cabozantinib (XL184, CAS 849217-68-1); Foretinib (GSK1363089,
anteriormente XL880, CAS 849217-64-7); Tivantinib (ARQ197, CAS 1000873-98-2); 1-(2-hidroxi-2-metilpropil)-N-(5-(7-
metoxiquinolin-4-iloxi)piridin-2-il)-5-metil-3-ox0-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazolo-4-carboxamida (AMG 458); Cryzotinib
(Xalkori®, PF-02341066); (3Z)-5-(2,3-dihidro-1H-indol-1-ilsulfonil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-il)carbonil]-1H-
pirrol-2-il}metileno)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona  (SU11271);  (3Z)-N-(3-clorofenil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-
il)carbonil]-1H-pirrol-2-il}metileno)-N-metil-2-oxoindolina-5-sulfonamida (SU11274); (3Z)-N-(3-clorofenil)-3-{[3,5-dimetil-4-
(3-morfolin-4-ilpropil)-1H-pirrol-2-ilimetileno}-N-metil-2-oxoindolina-5-sulfonamida (SU11606); 6-[difluoro[6-(1-metil-1 H-
pirazol-4-il)-1,2,4-triazolo[4, 3-b]piridazin-3-iljmetil]-quinolina (JNJ38877605, CAS 943540-75-8); 2-[4-[1-(quinolin-6-
ilmetil)-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pirazin-6-il]-1H-pirazol-1-ilJetanol (PF04217903, CAS 956905-27-4); N-((2R)-1,4-dioxan-2-
ilmetil)-N-metil-N'-[3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-ox0-SH-benzo[4,5]ciclohepta[1,2-b]piridin-7-il]sulfamida (MK2461, CAS
917879-39-1); 6-[[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazin 3-il]tio]-quinoclina (SGX523, CAS 1022150-57-7),
y (32)-5-[[(2,6-diclorofenil)metil]sulfonil]-3-[[3,5-dimetil-4-[[(2R)-2-(1-pirrolidinilmetil)- 1-pirrolidinilJcarbonil]- 1 H-pirrol-2-
illmetileno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (PHAB65752, CAS 477575-56-7).

Los inhibidores de IGF1R incluyen, pero sin limitacion, BMS-754807, XL-228, OSI-906, GSK0904529A, A-928605,
AXL1717, KW-2450, MK0646, AMG479, IMCA12, MEDI-573 y BI836845. Véase, p. €j., Yee, JNCI, 104; 975 (2012) para
consultar una revisién.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un método para tratar el cancer administrando a un sujeto que lo
necesite un conjugado de anticuerpo y farmaco de la presente invencidon en combinacién con uno o0 mas inhibidores de la
ruta de sefalizacion posterior de P-cadherina, incluidos, pero sin limitacion, inhibidores de MEK, inhibidores de Braf,
inhibidores de PI3K/Akt, inhibidores de SHP2 y también mTor.

Por ejemplo, los inhibidores de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MEK) incluyen, pero sin limitacion, XL-518 (que
también se conoce como GDC-0973, Cas n.° 1029872-29-4, disponible de ACC Corp.); 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-
(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluoro-benzamida (que también se conoce como CI-1040 0 PD184352 y descrita en la publicacién
PCT n.° WO02000035436); N-[(2R)-2,3-dihidroxipropoxi]-3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-benzamida (que
también se conoce como PD0325901 y descrita en la publicacién PCT n.° W02002006213); 2,3-bis[amino[(2-
aminofenil)tiolmetileno]-butanodinitrilo (que también se conoce como U0126 y descrito en la patente de los EE. UU. n.°
2.779.780); N-[3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-6-metoxifenil]-1-[(2R)-2, 3-dihidroxipropil]-

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2987 508 T3

ciclopropanosulfonamida (que también se conoce como RDEA119 o BAY869766 y descrita en la publicacién PCT n.°
W02007014011); (3S,4R,57,8S,9S,11E)-14-(etilamino)-8,9, 16-trihidroxi-3,4-dimetil-3,4,9, 19-tetrahidro-1H-2-
benzoxaciclotetradecina-1,7(8H)-diona] (que también se conoce como E6201 y descrita en la publicacién PCT n.°
WO02003076424); 2'-amino-3'-metoxiflavona (que también se conoce como PD98059 disponible de Biaffin GmbH & Co.,
KG, Alemania); Vemurafenib (PLX-4032, CAS 918504-65-1); (R)-3-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-5-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-8-metilpirido[2, 3-d]pirimidina-4,7(3H,8H)-diona (TAK-733, CAS 1035555-63-5);

Pimasertib (AS-703026, CAS 1204531-26-9); y dimetilsulféxido de trametinib (GSK-1120212, CAS 1204531-25-80).

Los inhibidores de fosfoinositida 3-cinasa (PI3K) incluyen, pero sin limitacion, 4-[2-(1H-Indazol-4-il)-6-[[4-
(metilsulfonil)piperazin-1-ilimetilJtieno[3,2-d]pirimidin-4-iljmorfolina (que también se conoce como GDC 0941 y descrita en
las publicaciones PCT n.° WO 09/036082 y WO 09/055730); 2-metil-2-[4-[3-metil-2-0x0-8-(quinolin-3-il)-2,3-
dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-1-illfenil]propionitrilo (que también se conoce como BEZ 235 o NVP-BEZ 235, y descrito en
la publicaciéon PCT n.° WO 06/1228086); 4-(trifluorometil)-5-(2,6-dimorfolinopirimidin-4-il)piridin-2-amina (que también se
conoce como BKM120 o NVP-BKM120, y descrita en la publicacién PCT n.° WO2007/084786); Tozasertib (VX680 o MK-
0457, CAS 639089-54-6); (52)-5-{[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetileno]-2,4-tiazolidinadiona (GSK1059615, CAS 958852-01-
2); (1E,4S8,4aR ,5R,6aS,9aR)-5-(acetiloxi)-1-[(di-2-propenilamino)metileno]-4,4a,5,6,6a,8,9,9a-octahidro-11-hidroxi-4-
(metoximetil)-4a,6a-dimetil-ciclopenta[5,6]nafto[1,2-c]piran-2,7,10(1H)-triona (PX866, CAS 502632-66-8), y 8-fenil-2-
(morfolin-4-il)-cromen-4-ona (LY294002, CAS 154447-36-6).

Los mTor incluyen, pero sin limitacion, Temsirolimus (Torisel®); Ridaforolimus (que se conoce formalmente como
deferolimus, dimetilfosfinato de (1R,2R,48)-4-[(2R)-2[(1R,9S5,12S,15R,16E,18R,19R 21R,
238,24E,26E,282,308S,32S,35R)-1,18-dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23,29,35-hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-
11,36-dioxa-4-azatriciclo[30.3.1.049] hexatriaconta-16,24,26 28-tetraen-12-ilJpropil]-2-metoxiciclohexilo, que también se
conoce como AP23573 y MK8669, y descrito en la publicacion PCT n.° WO 03/064383); everolimus (Afinitor® o RAD001);
rapamicina (AY22989, Sirolimus®); simapimod (CAS 164301-51-3); (5-{2,4-Bis[(3S)-3-metilmorfolin-4-il]pirido[2,3-
d]pirimidin-7-il}-2-metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[frans-4-(2-hidroxietoxi)ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-piridinil)-4-
metil-pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4); y N?-[1,4-dioxo-4-[[4-(4-ox0-8-fenil-4H-1-
benzopiran-2-il)morfolinio-4-ilimetoxi]butil]-L-arginilglicil-L-a-aspartil-L-serina- (SEQ ID NO: 131), sal interna (SF1126,
CAS 936487-67-1).

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un método para tratar el cancer administrando a un sujeto que
lo necesite un conjugado de anticuerpo y farmaco de la presente invencién en combinacién con uno 0 mas proapoptoticos,
incluidos, pero sin limitacion, inhibidores de IAP, inhibidores de Bcl2, inhibidores de MCI1, agentes Trail, inhibidores de
Chk.

Por ejemplo, los inhibidores de |IAP incluyen, pero sin limitacion, LCL161, GDC-0917, AEG-35156, AT406 y TL32711. Otros
ejemplos de inhibidores de IAP incluyen, pero sin limitacidon, los desvelados en los documentos WO04/005284, WO
04/007529, WO05/097791, WO 05/069894, WO 05/069888, WO 05/094818, US2006/0014700, US2006/0025347, WO
06/069063, WO 06/010118, WO 06/017295 y WO08/134679.

Los inhibidores de BCL-2 incluyen, pero sin limitacidon, 4-[4-[[2-(4-clorofenil)-5,5-dimetil-1-ciclohexen-1-illmetil]-1-
piperazinil]-N-[[4-[[(1R)-3-(4-morfolinil)-1-[(feniltio)metil]propillamino]-3-[(trifluorometil)sulfonillfenillsulfonillbenzamida
(que también se conoce como ABT-263 y descrita en la publicacion PCT n.® WO 09/155386); tetrocarcina A; antimicina;
gosipol ((-)BL-193); obatoclax; etil-2-amino-6-ciclopentil-4-(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetil)-4Hcromona-3-carboxilato (HA14-1);
Oblimersen (G3139, Genasense®); péptido BH3 de Bak; acido (-)-gosipol acético (AT-101); 4-[4-[(4'-cloro[1,1'-bifenil]-2-
imetil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[( 1R)-3-(dimetilamino)-1-[(feniltio)metil]propillamino]-3-nitrofenillsulfonil]-benzamida (ABT-737,
CAS 852808-04-9); y Navitoclax (ABT-263, CAS 923564-51-6).

Los agonistas del receptor proapoptético (PARA), incluidos DR4 (TRAILR1) y DR5 (TRAILR2), incluyen, pero sin limitacion,
Dulanermin (AMG-951, RhApo2LATRAIL); Mapatumumab (HRS-ETR1, CAS 658052-09-6); Lexatumumab (HGS-ETR2,
CAS 845816-02-6); Apomab (Apomab®); Conatumumab (AMG655, CAS 896731-82-1); y Tigatuzumab(CS1008, CAS
946415-34-5, disponible de Daiichi Sankyo).

Los inhibidores de la cinasa de punto de control (CHK) incluyen, pero sin limitacion, 7-hidroxiestaurosporina (UCN-01); 6-
bromo-3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-(3R)-3-piperidinil-pirazolo[1,5-a]pirimidin-7-amina (SCH900776, CAS 891494-63-6); N-
[(8)-piperidin-3-illamida del acido 5-(3-fluorofenil)-3-ureidotiofeno-2-carboxilico (AZD7762, CAS 860352-01-8); 4-[((3S)-1-
azabiciclo[2.2.2]oct-3-il)amino]-3-(1H-bencimidazol-2-il)-6-cloroquinolin-2(1H)-ona (CHIR 124, CAS 405168-58-3);, 7-
aminodactinomicina (7-AAD), Isogranulatimida, debromohimenialdisina; N-[5-bromo-4-metil-2-[(2S)-2-morfoliniimetoxi]-
fenil]-N'-(5-metil-2-pirazinil)urea (LY2603618, CAS 911222-45-2); Sulforafano (CAS 4478-93-7, isotiocianato de 4-
metilsulfinilbutilo); 9,10,11,12-tetrahidro-9,12-epoxi-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1"-kf]pirrol o[ 3,4-/][1,6]benzodiazocina-
1,3(2H)-diona (SB-218078, CAS 135897-06-2); y TAT-S216A (YGRKKRRQRRRLYRSPAMPENL (SEQ ID NO: 132)) y
CBP501 ((d-Bpa)sws(d-Phe-F5)(d-Cha)rrrqrr).
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En una realizacién adicional, la presente divulgacion proporciona un método para tratar el cancer administrando a un
sujeto que lo necesite un conjugado de anticuerpo y farmaco de la presente invencién en combinacion con uno o mas
inmunomoduladores (p. €j., uno o mas de: un activador de una molécula coestimuladora o un inhibidor de una molécula
de punto de control inmunitario).

En determinadas realizaciones, el inmunomodulador es un activador de una molécula coestimuladora. En una realizacién,
el agonista de la molécula coestimuladora se elige entre un agonista (p. ej., un anticuerpo agonista o fragmento de union
a antigeno del mismo, o una fusién soluble) de ligando de OX40, CD2, CD27, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS
(CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR, HVEM, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3 o
CD83.

En determinadas realizaciones, el inmunomodulador es un inhibidor de una molécula que de punto de control inmunitario.
En una realizacién, el inmunomodulador es un inhibidor de PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT,
LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFR beta. En una realizacidn, el inhibidor de una molécula de punto de control inmunitario inhibe
PD-1, PD-L1, LAG-3, TIM-3 o CTLA4, o cualquier combinacién de los mismos. El término "inhibicion" o "inhibidor" incluye
una reduccién en un determinado parametro, p. €j., una actividad, de una molécula dada, p. €j., un inhibidor del punto de
control inmunitario. Por ejemplo, se incluye en este término la inhibicion de una actividad, p. ej., una actividad de PD-1 o
PD-L1, de al menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % o mas. Por lo tanto, no es necesario que la inhibicién sea de
un 100 %.

La inhibicién de una molécula inhibidora se puede realizar a nivel de ADN, ARN o proteina. En algunas realizaciones, se
puede usar un acido nucleico inhibidor (p. ej., un ARNbc, ARNip o ARNhp) para inhibir la expresién de una molécula
inhibidora. En otras realizaciones, el inhibidor de una sefial inhibidora es un polipéptido, p. €j., un ligando soluble (p. €j.,
PD-1-Ig o Ig contra CTLA-4), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une a la molécula
inhibidora; p. €j., un anticuerpo o fragmento del mismo (también denominado en el presente documento "una molécula de
anticuerpo”) que se une a PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFR
beta, o una combinacién de los mismos.

En una realizacién, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo completo o fragmento del mismo (p. €j., un fragmento Fab,
F(ab')2, Fv o Fv monocatenario (scFv)). En otras realizaciones mas, la molécula de anticuerpo tiene una regidén constante
(Fc) de cadena pesada escogida entre, p. €]., las regiones constantes de cadena pesada de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM,
IgA1, 1IgA2, I1gD e IgE; particularmente escogidas entre, p. €j., las regiones constantes de cadena pesada de 1gG1, 1gG2,
1gG3 e IgG4, mas particularmente, la regidon constante de cadena pesada de 1gG1 0 1gG4 (p. €j., IgG1 0 1IgG4 humana).
En una realizacion, la region constante de cadena pesada es IgG1 humana o IgG4 humana. En una realizacion, la region
constante esta alterada, p. €j., mutada, para modificar las propiedades de la molécula de anticuerpo (p. €j., para aumentar
o disminuir uno o mas de: la unién al receptor de Fc, glucosilacién del anticuerpo, el niumero de restos de cisteina, la
funcién de las células efectoras o la funcién del complemento).

Composiciones farmacéuticas

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen inmunoconjugados, los inmunoconjugados de la
invencidn se mezclan con un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden contener
adicionalmente uno 0 mas agentes terapéuticos diferentes que sean adecuados para tratar o prevenir el cancer (incluidos,
pero sin limitacidén, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancer
de esdfago, cancer de esofago de Barrett, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmén, mieloma multiple,
cancer de ovario, cancer de higado, cancer de pancreas, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica,
osteosarcoma, carcinoma de células escamosas, tumores de la vaina de los nervios periféricos, schwannoma,
glioblastoma, sarcoma de células claras de tejido blando, mesotelioma maligno, neurofibromatosis, cancer renal,
melanoma, cancer de préstata, hiperplasia prostatica benigna (HPB), ginecomastia y rabdomiosarcoma).

Se pueden preparar formulaciones de agentes terapéuticos y de diagnéstico mezclando con vehiculos, excipientes o
estabilizadores fisioldgicamente aceptables en forma de, p. ej., polvos liofilizados, suspensiones espesas, soluciones
acuosas, lociones o0 suspensiones (véase, p. ej., Hardman et al., Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of
Therapeutics, McGraw-Hill, Nueva York, N.Y., 2001; Gennaro, Remington. The Science and Practice of Pharmacy,
Lippincott, Williams y Wilkins, Nueva York, N.Y., 2000; Avis, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms. Parenteral
Medications, Marcel Dekker, NY, 1993; Lieberman, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms: tablets, Marcel Dekker,
NY, 1990; Lieberman, et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY, 1990; Weiner y
Kotkoskie, Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 2000).

En una realizacion, la formulacién para investigacién clinica (CSF) de los conjugados de anticuerpos y farmacos de la
presente invencion es un liofilizado en un vial que contiene CAF, histidina, sacarosa y polisorbato 20. El liofilizado se
puede reconstituir con agua para inyeccion y la solucién comprende el CAF, histidina, sacarosa y polisorbato 20 a un pH
de aproximadamente 5,0. En una realizaciéon especifica, el liofilizado comprende 10 mg/ml del CAF, histidina 20 mM,
sacarosa 240 mM vy polisorbato 20 al 0,02 %, a pH 5,3.
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La seleccién de una pauta de administracién para un agente terapéutico depende de varios factores, que incluyen la tasa
de recambio de tejido o suero de la entidad, el nivel de sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la accesibilidad de
las células diana en la matriz bioldgica. En determinadas realizaciones, una pauta de administracion maximiza la cantidad
de agente terapéutico administrado al paciente compatible con un nivel aceptable de efectos secundarios. En
consecuencia, la cantidad de agente bioldgico administrado depende en parte de la entidad particular y de la gravedad
de la afeccion que se esté tratando. Se dispone de directrices para seleccionar las dosis adecuadas de anticuerpos,
citocinas y moléculas pequefias (véase, p. ej., Wawrzynczak, Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire,
Reino Unido, 1996; Kresina (ed.), Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis, Marcel Dekker, Nueva York, N.Y., 1991;
Bach (ed.), Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, Nueva York, N.Y., 1993;
Baert et al., New Engl. J. Med. 348:601-608, 2003; Milgrom et al., New Engl. J. Med. 341:1966-1973, 1999; Slamon et al.,
New Engl. J. Med. 344:783-792, 2001; Beniaminovitz et al., New Engl. J. Med. 342:613-619, 2000; Ghosh et al., New Engl.
J. Med. 348:24-32, 2003; Lipsky et al., New Engl. J. Med. 343:1594-1602, 2000).

La determinacion de la dosis adecuada la realiza el médico, p. €j., utilizando parametros o factores conocidos o de los
que se sospecha en la técnica que afectan al tratamiento o que se prevé que afecten al tratamiento. En general, la dosis
comienza con una cantidad algo menor que la dosis 6ptima y después se aumenta en pequefias cantidades hasta que se
logra el efecto deseado u éptimo con respecto a cualquier efecto secundario negativo. Las medidas de diagnostico
importantes incluyen las de los sintomas, p. €j., de la inflamacidn o el nivel de citocinas inflamatorias producidas.

Los niveles de dosificacion reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden variarse con el fin de obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para lograr la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, composicién y modo de administracion particulares, sin ser toxico para el paciente. El nivel de
dosificacion seleccionado dependeréa de diversos factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones
particulares de la presente invencion empleadas, o el éster, la sal o la amida de las mismos, la via de administracion, el
momento de administracion, la tasa de excrecién del compuesto particular empleado, la duracién del tratamiento, otros
farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacion con las composiciones particulares empleadas, la edad,
el sexo, el peso, la condicion, el estado de salud general y el historial médico previo del paciente tratado, y factores
similares conocidos en |la técnica médica.

Pueden proporcionarse composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos de la invencion
mediante infusion continua, o por dosis a intervalos de, p. €j., un dia, una semana o 1-7 veces por semana, una vez cada
dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco semanas, una vez cada
seis semanas, una vez cada siete semanas o una vez cada ocho semanas. Las dosis se pueden administrar por via
intravenosa, por via subcutanea, por via tépica, por via oral, por via nasal, por via rectal, por via intramuscular, por via
intracerebral o por inhalacion. Un protocolo de dosificacién especifico es uno que implica la dosis o frecuencia de dosis
maxima que evita efectos secundarios no deseables significativos.

Para los inmunoconjugados de la invencion, la dosis administrada a un paciente puede ser de 0,0001 mg/kg a 100 mg/kg
del peso corporal del paciente. La dosis puede ser de entre 0,0001 mg/kg y 30 mg/kg, 0,0001 mg/kg vy 20 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 10 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 5 mg/kg, 0,0001 y 2 mg/kg, 0,0001 y 1 mg/kg, 0,0001 mg/kg y 0,75 mg/kg,
0,0001 mg/kg y 0,5 mg/kg, de 0,0001 mg/kg a 0,25 mg/kg, de 0,0001 a 0,15 mg/kg, de 0,0001 a 0,10 mg/kg, de 0,001 a
0,5 mg/kg, de 0,01 a 0,25 mg/kg o de 0,01 a 0,10 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis de los anticuerpos o
fragmentos de los mismos de la invencién se puede calcular usando el peso del paciente en kilogramos (kg) multiplicado
por la dosis que se va administrar en mg/kg.

Las dosis de los inmunoconjugados de la invencién pueden repetirse y las administraciones pueden estar separadas por
menos de 1 dia, al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75 dias, 3 meses, 4
meses, 5 meses 0 al menos 6 meses. En algunas realizaciones, los inmunoconjugados de la invencion se pueden
proporcionar dos veces por semana, una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una
vez cada cuatro semanas o con menos frecuencia. En una realizacién especifica, las dosis de los inmunoconjugados de
la invencidn se repiten cada 2 semanas.

Una cantidad eficaz para un paciente particular puede variar dependiendo de factores tales como la afeccién que se trate,
la salud general del paciente, el método, la via y la dosis de administracién y la gravedad de los efectos secundarios
(véase, p. €j., Maynard et al., A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press, Boca Ratén, Fla., 1996;
Dent, Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., Londres, Reino Unido, 2001).

La via de administracién puede ser, p. €j., mediante aplicacién tdpica o cutanea, inyeccion o infusién por administracion
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracefalorraquidea,
intralesional 0 mediante sistemas de liberacién sostenida o un implante (véase, p. €j., Sidman et al., Biopolymers 22 547-
556, 1983; Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277, 1981; Langer, Chem. Tech. 12. 98-105, 1982; Epstein et al,,
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 82:3688-3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77. 4030-4034, 1980;
patentes de los EE. UU. n.° 6.350.466 y 6.316.024). Cuando sea necesario, la composicion también puede incluir un
agente solubilizante o un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion, o ambos.
Ademas, también se puede emplear la administracion pulmonar, p. ej., mediante el uso de un inhalador o nebulizador, y
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la formulacién con un agente aerosolizante. Véanse, p. ej., las patentes de los EE. UU. n.° 6.019.968, 5.985.320,
5.985.309, 5.934.272, 5.874.064, 5.855.913, 5.290.540 y 4.880.078; y las publicaciones de PCT n.° WO 92/19244, WO
97/32572, WO 97/44013, WO 98/31346 y WO 99/66903.

Una composicidn de la presente invencién también puede administrarse mediante una o mas vias de administracion
utilizando uno o mas de una diversidad de métodos conocidos en la técnica. Como apreciara el experto en la materia, la
via y/o el modo de administracion variaran dependiendo de los resultados deseados. Las vias de administracién
seleccionadas para los inmunoconjugados de la invencién incluyen vias de administracion intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal, subcutéanea, raquidea u otras vias de administracién parenteral, por ejemplo, mediante
inyeccion o infusiéon. La administracién parenteral puede representar modos de administracion distintos de la
administracién entérica y tépica, habitualmente por inyeccién, e incluye, sin limitacion, inyeccién e infusién intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intrarraquidea, epidural e intraesternal. Como
alternativa, una composicion de la invencidon se puede administrar a través de una via no parenteral, tal como una via de
administracién topica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, vaginal, rectal, sublingual o topica. En una
realizacién, los inmunoconjugados de la invencion se administran mediante infusién. En otra realizacién, los
inmunoconjugados de la invencidon se administran por via subcutanea.

Si los inmunoconjugados de la invencion se administran en un sistema de liberacidn controlada o de liberacién sostenida,
se puede usar una bomba para lograr la liberacidn controlada o sostenida (véanse Langer, citado anteriormente; Sefton,
(1987) CRC Crit. Ref Biomed. Eng. 14:20; Buchwald et al., (1980), Surgery 88:507;, Saudek et al., (1989) N. Engl. J. Med.
321:574). Se pueden utilizar materiales poliméricos para lograr una liberacién controlada o sostenida de las terapias de
lainvencién (véase, p. €j., Medical Applications of Controlled Release, Langery Wise (eds.), CRC Pres., Boca Ratdn, Fla.,
1974, Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen y Ball (eds.), Wiley, Nueva York,
1984; Ranger y Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); véase también Levy et al., Science
228:190, 1985; During et al., Ann. Neurol. 25:351, 1989; Howard et al., J. Neurosurg. 7 1:105, 1989; patente de los EE. UU.
n.° 5.679.377, patente de los EE. UU. n.° 5.916.597, patente de los EE. UU. n.° 5.912.015, patente de los EE. UU. n.°
5.989.463, patente de los EE. UU. n.?5.128.326; publicacién PCT n.° WO 99/15154; y publicacion PCT n.° WO 99/20253.
Los ejemplos de polimeros utilizados en formulaciones de liberacién sostenida incluyen, pero sin limitacion,
poli{metacrilato de 2-hidroxi etilo), poli(metacrilato de metilo), poli(acido acrilico), poli(etileno-co-acetato de vinilo),
poli(acido metacrilico), poliglicélidos (PLG), polianhidridos, poli(N-vinil pirrolidona), poli(alcohol vinilico), poliacrilamida,
poli(etilenglicol), polilactidas (PLA), poli(lactida-co-glicélidos) (PLGA) y poliortoésteres. En una realizacién, el polimero
utilizado en una formulacion de liberacién sostenida es inerte, esta exento de impurezas lixiviables, es estable en el
almacenamiento, estéril y biodegradable. Un sistema de liberacion controlada o sostenida se puede colocar préoximo a la
diana profilactica o terapéutica, de modo que solo es necesaria una fraccién de la dosis sistémica (véase, p. €j., Goodson,
en Medical Applications of Controlled Release, citado anteriormente, vol. 2, pags. 115-138, 1984).

Se analizan otros sistemas de liberacion controlada en la revision de Langer (Science 249:1527-1533, 1990). Se puede
usar cualquier técnica conocida por un experto en la materia para producir formulaciones de liberacion sostenida que
comprendan uno o mas inmunoconjugados de la invencién. Véase, p. €j., la patente de los EE. UU. n.° 4.526.938, la
publicacién PCT WO 91/05548, |a publicacién PCT WO 96/20698, Ning y col., Radiotherapy & Oncology 39:179-189, 1996;
Song et al., PDA Journal of Pharmaceutical Science & Technology 50:372-397, 1995, Cleek et al., Pro. Int'l. Symp. Control.
Rel. Bioact. Mater. 24.853-854, 1997, y Lam et al., Proc. Intl. Symp. Control Rel. Bioact. Mater. 24.759-760, 1997.

Si los inmunoconjugados de la invencién se administran por via tépica, se pueden formular en forma de una pomada,
crema, parche transdérmico, locidn, gel, pulverizacion, aerosol, solucién, emulsion u otra forma bien conocida por un
experto en la materia. Véase, p. €j., Remington's Pharmaceutical Sciences and Introduction to Pharmaceutical Dosage
Forms, 19.2 ed., Mack Pub. Co., Easton, Pa. (1995). Para formas farmacéuticas de administracién topica no pulverizables,
se emplean normalmente formas entre viscosas y semisélidas o sdlidas que comprenden un vehiculo o uno o mas
excipientes compatibles con la aplicacién tépica y que tienen una viscosidad dinamica, en algunos casos, mayor que el
agua. Las formulaciones adecuadas incluyen, sin limitacién, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas, pomadas,
polvos, linimentos, balsamos y similares, que, si se desea, se esterilizan 0 se mezclan con agentes auxiliares (p. €j.,
conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, tampones o sales) para influir en diversas propiedades, tales como,
por ejemplo, la presion osmdtica. Otras formas farmacéuticas tépicas adecuadas incluyen preparaciones de aerosol
pulverizables en donde el principio activo, en algunos casos, en combinacidén con un vehiculo inerte sélido o liquido, se
envasa en una mezcla con un componente volatil presurizado (p. €j., un propulsor gaseoso, tal como freén) o en un frasco
exprimible. Si se desea, también se pueden afiadir hidratantes 0 humectantes a las composiciones farmacéuticas y formas
farmacéuticas. Se conocen bien en la técnica ejemplos de dichos ingredientes adicionales.

Si las composiciones que comprenden los inmunoconjugados se administran por via intranasal, se pueden formular en
forma de aerosol, pulverizacidon, neblina o en forma de gotas. En particular, los agentes profilacticos o terapéuticos para
uso segun la presente invencién se pueden administrar convenientemente en forma de una presentacién de pulverizacion
en forma de aerosol a partir de envases presurizados 0 un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado (p. €j.,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado). En el caso
de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién se puede determinar proporcionando una valvula para suministrar
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una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos (compuestos, p. €j., de gelatina) para su uso en un
inhalador o insuflador que contengan una mezcla en polvo del compuesto y una base de polvo adecuada, tal como lactosa
o almidon.

En la técnica se conocen métodos para la administracién conjunta o el tratamiento con un segundo agente terapéutico, p.
€j., unacitocina, un esteroide, agente quimioterapéutico, antibiético o radiacion, (véase, p. ., Hardman et al., (eds.) (2001)
Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 10.2 edicién, McGraw-Hill, Nueva York, N.Y.; Poole y
Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical Approach, Lippincott, Williams y Wilkins,
Filadelfia, Pa.; Chabner y Longo (eds.) (2001) Cancer Chemotherapy and Biotherapy, Lippincott, Williams y Wilkins,
Filadelfia, Pa.). Una cantidad eficaz de un agente terapéutico puede disminuir los sintomas en al menos un 10 %; en al
menos un 20 %; al menos un 30 %; al menos un 40 % o al menos un 50 %.

Pueden administrarse terapias adicionales (p. ej., agentes profilacticos o terapéuticos), que pueden administrarse en
combinacién con los inmunoconjugados de la invencién con menos de 5 minutos de diferencia, menos de 30 minutos de
diferencia, 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de diferencia, de aproximadamente 1 a aproximadamente 2
horas de diferencia, de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de diferencia, de aproximadamente 3 horas
a aproximadamente 4 horas de diferencia, de aproximadamente 4 horas a aproximadamente 5 horas de diferencia, de
aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, de aproximadamente 6 horas a aproximadamente
7 horas de diferencia, de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia, de aproximadamente 8
horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, de aproximadamente 9 horas a aproximadamente 10 horas de diferencia,
de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia, de aproximadamente 11 horas a
aproximadamente 12 horas de diferencia, de aproximadamente 12 horas a 18 horas de diferencia, de 18 horas a 24 horas
de diferencia, de 24 horas a 36 horas de diferencia, de 36 horas a 48 horas de diferencia, de 48 horas a 52 horas de
diferencia, de 52 horas a 60 horas de diferencia, de 60 horas a 72 horas de diferencia, de 72 horas a 84 horas de diferencia,
de 84 horas a 96 horas de diferencia o de 96 horas a 120 horas de diferencia de los inmunoconjugados de la invencion.
Las dos o0 mas terapias pueden administrarse en una misma visita al paciente.

En determinas realizaciones, los inmunoconjugados de la invencién pueden formularse para garantizar una distribucion
adecuada in vivo. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BHE) excluye muchos compuestos muy hidréfilos. Para
garantizar que los compuestos terapéuticos de la invencidn crucen la BHE (si se desea), se pueden formular, por ejemplo,
en liposomas. Para consultar métodos de fabricacién de liposomas, véanse, por ejemplo, las patentes de los EE. UU. n.°
4.522.811;, 5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender una o mas porciones que se transportan
selectivamente a células u 6rganos especificos, mejorando de este modo la administracién dirigida del farmaco (véase, p.
ej., Ranade, (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685). Las fracciones de direccionamiento ilustrativas incluyen folato o biotina
(véase, p. €]., la patente de los EE. UU. n.°5.416.016 de Low et al.); mandsidos (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 153:1038); anticuerpos (Bloeman et al., (1995) FEBS Lett. 357:140; Owais et al., (1995) Antimicrob. Agents
Chemother. 39:180); receptor de Proteina A tensioactivo (Briscoe et al., (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p 120 (Schreier
et al., (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; J. J.
Killion; I. J. Fidler (1994) Immunomethods 4.273.

La divulgacion proporciona protocolos para la administracion a un sujeto que lo necesite de una composicion farmacéutica
que comprende inmunoconjugados de la invencion, sola o en combinacion con otras terapias. Las terapias (p. €j., agentes
profilacticos o terapéuticos) de las terapias combinadas de la presente invencion pueden administrarse a un sujeto de
forma simultanea o secuencial. La terapia (p. ej., agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias combinadas también
se puede administrar de forma ciclica. La terapia ciclica implica la administracién de una primera terapia (p. €j., un primer
agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo, seguida de la administracién de una segunda terapia (p.
€j., un segundo agente profilactico o terapéutico) durante un periodo de tiempo y repetir esta administracion secuencial,
es decir, el ciclo, con el fin de reducir el desarrollo de resistencia a una de las terapias (p. €j., agentes) para evitar o reducir
los efectos secundarios de una de las terapias (p. €j., agentes) y/o mejorar la eficacia de las terapias.

Las terapias (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias combinadas se pueden administrar a un sujeto
simultdneamente.

El término "simultaneamente” no se limita a la administraciéon de terapias (p. ej., agentes profilacticos o terapéuticos)
exactamente al mismo tiempo, sino que significa que una composicién farmacéutica que comprende anticuerpos o
fragmentos de los mismos de la invencién se administra a un sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo
tales que los conjugados de anticuerpos y farmacos de la invencidon puedan actuar junto con la o las otras terapias para
proporcionar un mayor beneficio que si se administraran de otra manera. Por ejemplo, cada terapia se puede administrar
a un sujeto al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden en diferentes momentos; sin embargo, si no se
administran al mismo tiempo, deben administrarse lo suficientemente cerca en el tiempo para proporcionar el efecto
terapéutico o profilactico deseado. Cada terapia se puede administrar a un sujeto por separado, en cualquier forma
apropiada y por cualquier via adecuada. En diversas realizaciones, las terapias (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos),
se administran a un sujeto con menos de 5 minutos de diferencia, menos de 15 minutos de diferencia, menos de 30
minutos de diferencia, menos de 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de diferencia, de aproximadamente 1
hora a aproximadamente 2 horas de diferencia, de aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de diferencia,

61



10

15

20

25

30

ES 2987 508 T3

de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de diferencia, de aproximadamente 4 horas a aproximadamente
5 horas de diferencia, de aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, de aproximadamente 6
horas a aproximadamente 7 horas de diferencia, de aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia,
de aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, de aproximadamente 9 horas a aproximadamente
10 horas de diferencia, de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia, de aproximadamente
11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, aproximadamente 24 horas de diferencia, aproximadamente 48
horas de diferencia, aproximadamente 72 horas de diferencia 0 1 semana de diferencia. En otras realizaciones, se
administran dos o mas terapias (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos) en la misma visita del paciente.

Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se pueden administrar a un sujeto en la misma
composicion farmacéutica. Como alternativa, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se
pueden administrar simultaneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes profilacticos o
terapéuticos se pueden administrar a un sujeto por las mismas o diferentes vias de administracion. Los agentes
profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se pueden administrar a un sujeto en la misma composicion
farmacéutica. Como alternativa, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se pueden administrar
simultdneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas separadas. Los agentes profilacticos o terapéuticos se
pueden administrar a un sujeto por las mismas o diferentes vias de administracion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos

Generacién de construcciones de expresién para proteinas P-cadherinas humanas, de macaco cangrejero, de
ratén y de rata

Los dominios extracelulares (DEC) de P-cadherina humanos, de ratdn y de rata se sintetizaron genéticamente basandose
en secuencias de aminoacidos de las bases de datos GenBank o Uniprot (véase la tabla 2 a continuacién). Se sintetizo
genéticamente un molde de ADNc de DEC de P-cadherina de macaco cangrejero basandose en la informacién de la
secuencia de aminoacidos generada utilizando ARNm aislado de diversos tejidos de macaco. Todos los fragmentos de
ADN sintetizados se clonaron en vectores de expresién adecuados con marcador de hexahistidina C-terminal (SEQ ID
NO: 130) para permitir la purificacion.

Tabla 2: Informacion de secuencia de aminoacidos para P-cadherina

ENombre Descripcién §Nt’1mero de referencia o secuencia [SEQ
: : ID H
: 5 :NO
EP-cadherina humana (CDH3) D1-{CDH3 humana, restos 108-652- §NM_OO1793.4, NP_001784 121
5 MARCADOR

EP-cadherina de rata (CDH3) D1-iCDH3 de rata, residuos 100-647- SNM_053938.1, NP_446390 122
5 MARCADOR : s
§P-cadherina de raton (CDH3) D1- {Isoforma a de CDH3 de ratén, restos

5 100-647-MARCADOR

.............................................................................................................................................................................................................................................

EP-cadherina de macaco {CDH3 de macaco cangrejero variante :
§cangrejero var. 1 (CDH3) D1-5 1, restos 108-654-MARCADOR :

MKEFLVNVALVEMVVYISYIYADHO
TSLYKKAGFEGDRTDWVVAPISVP
ENGKGPFPORLNQLKSNKDRDTKI
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iNumero de referencia o secuencia

Descripcién

§FYSITGPGADSPPEGVFAVEKETG
§WLLLNKPLDREEIAKYELFGHAVS
§ENGASVEDPMNISIIVTDQNDHKP
;KFTQDTFRGSVLEGVLPGTSVMQV
§TATDEDDAIHTYNGVVAYSIHSQE
§PKDPHDLMFTIHRSTGTISVISSG
§LDREKVPEYTLTIQATDMDGDGST
§TTAVAVVEILDANDNAPVFDPQKY
§ESHVPENAVGHEVQRLTVTDLDAP
§NSPAWRATYLIVGGDDGDHFTIAT
§HPESNQGILTTRKGLDFEAKNQHT
éLYVEVTNEAPFVLKLPTSTATIVV
§HVEDVNEAPVFVPPSKVVEVQEGI
§PTGEAVCVYTAKDPDKENQKISYR
§ILRDPAGWLAMDPDSGQVTVAGTL
§DREDERFVRNNIYEVMVLAVDNGS
§PPTTGTGTLLLTLIDVNDHGPVPE
§PREITICNQSPESQVLNITDKDLS
éPHTSPFQAQLTDDSDIYWMAEVNE
§KDDTVVLSLKKFLKQDTYDVHLSL
§SDHGNKEQLTVIRATVCDCHGHVE
§KCPDPWKGGGAHHHHHHGA

EP-cadherina de macaco
.cangrejero var. 2 (CDH3) D1-5

CDH3 de macaco cangrejero variante§
2, restos 108-654-MARCADOR

;MKFLVNVALVFMVVYISYIYADHQ

§TSLYKKAGFEGDRTDWVVAPISVP
§ENGKGPFPQRLNQLKSNKDRDTKI
§FYSITGPGADSPPEGVFAVEKETG
§WLLLNKPLDREEIAKYELFGHAVS
§ENGASVEDPMNISIIVTDQNDHKP
;KFTQDTFRGSVLEGVLPGTSVMQV
§TATDEDDAIHTYNGVVAYSIHSQE
§PKDPHDLMFTIHRSTGTISVISSG
§LDREKVPEYTLTIQATDMDGDGST
§TTAVAVVEILDANDNAPVFDPQKY
§ESHVPENAVGHEVQRLTVTDLDAP
§NSPAWRATYLIVGGDDGDHFTIAT
§HPESNQGILTTRKGLDFEAKNQHT
§LYVEVTNEAPFVLKLPTSTATIVV
;HVEDVNEAPVFVPPSKVVEVQEGI
§PTGEAVCVYTAKDPDKENQKISYR
§ILRDPAGWLAMDPDSGQVTVAGTL
§DREDERFVRNNIYEVMVLAVDNGS
§PPTTGTGTLLLTLIDVNDHGPVPE
§PREITICNQSPESQVLNITDKDLS
§PHTSPFQAQLTDDSDIYWMAEVNE
§KDDTVVLSLKKFLKQGTYDVHLSL
éSDHGNKEQLTVIRATVCDCHGHVE
éKCPDPWKGGGAHHHHHHGA
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Generacion de baculovirus de P-cadherina

Se generaron baculovirus que expresaban de proteinas de DEC P-cadherinas recombinantes mediante el método de
cotransfeccién/purificacién en placas (O'Reilly et al., 1992) o el método del sistema de expresién Bac-To-Bac (Invitrogen)
siguiendo el protocolo del fabricante. El virus generado a partir de las células de insecto transfectadas se amplifico
utilizando un método de infeccion estandar de baja MDI.

Expresion de proteinas P-cadherinas recombinantes

Se sembraron cultivos en suspensién de células Tn5 que crecian en medios sin suero (receta patentada y elaborada de
forma interna) a una densidad de 1,5e6 células/ml y se infectaron de forma sincrénica con baculovirus de P-cadherina
recombinante a una MDI de 10 ufp/ml 0 un volumen del 3 %. Las preparaciones de cultivo de baculovirus de P-cadherina
se propagaron en matraces de Erlenmyer de vidrio de 21 0 en un biorreactor Wave (GE Healthcare Life Sciences). Las
preparaciones de P-cadherina expresadas en matraces de 2 | se agitaron a 120 rpm a 27 °C en medio sin suero. Las
preparaciones expresadas en el biorreactor Wave se agitaron a 25 rpm con un angulo de 7,5° a 28 °C. El sobrenadante
recogido de los matraces o del biorreactor Wave se recogié 2 dias después de la infeccién centrifugando el cultivoa 4 °C
durante 10 minutos a 1800 rpm. A continuacidn se filtré el sobrenadante con una unidad de filtro de 0,2 uM. Para una
expresion superior a 1|, el sobrenadante del cultivo celular se concentra 2-10x utilizando el sistema AKTAcrossflow (GE
Healthcare Life Sciences) con un casete de lamina plana de ultrafiltracién KvickStart. El material concentrado se filtrd con
una unidad de filtro de 0,2 yM.

Purificacién de proteinas de DEC pCAD humanas, de macaco cangrejero, de raton y de rata

Las proteinas del dominio extracelular pPCAD marcadas con hexahistidina recombinantes (SEQ ID NO: 130) (p. €j., pCAD-
6xHis humana ("6xHis" desvelada como la SEQ ID NO: 130), pCAD-6xHis cyno1 ("6xHis" desvelada como la SEQ ID NO:
130), pCAD-6xHis cyno2 ("6xHis" desvelada como la SEQ ID NO: 130), pCAD-6xHis de raton ("6xHis" desvelada como la
SEQ ID NO: 130), pCAD-6xHis de rata ("6xHis" desvelada como la SEQ ID NO: 130)) se purificaron del sobrenadante del
cultivo celular. El sobrenadante clarificado se pasd a través de una columna de cromatografia de afinidad por metales
inmovilizados (IMAC) sobre resina de niquel Sepharose (GE Healthcare Life Sciences) que se habia equilibrado con
bisTrisPropano 25 mM, NaCl 0,3 M, CaCl2 1 mM, pH 6,2. El sobrenadante se aplica a una columna IMAC a un caudal de
5-8 ml/minuto. Después del lavado inicial con bisTrisPropano 25 mM, NaCl 0,3 M, CaCI2 1 mM, pH 6,2, se cambié a
tampén de lavado (Tris 20 mM, NaCl 0,3 M, CaCl2 1 mM, pH 7,5) para cinco volumenes de columna. La proteina
combinada se concentré si era necesario utilizando concentradores centrifugos Amicon Ultra de 15 ml con limites de peso
molecular nominal de 10 kD o 30 kD. A continuacién, la proteina combinada se purifico mediante filtracion en gel utilizando
una columna Superdex 200 26/60 (GE Healthcare Life Sciences) preequilibrada en Tris 20 mM, NaCl 0,3 M, CaCl2 1 mM,
pH 7,5. Las fracciones pertinentes se combinaron y analizaron mediante SDS-PAGE. Las concentraciones de proteinas
se determinaron mediante el ensayo de proteinas de Bradford (Thermal Fisher).

Inmunizacion de ratones y produccion de hibridomas

El DEC de P-cadherina humana purificado se diluyé 1: 1 con adyuvante completo de Freund antes de inmunizar ratones
transgénicos Bcl-2 (cepa C57BL/6-Tgn (bcl-2) 22 wehi). Los ratones se inmunizaron utilizando un procedimiento que
requiere una inmunizacién repetitiva en multiples sitios (RIMMS) (Mclntyre GD. Hybridoma 1997). En resumen, se
inyectaron 1-3 ug de antigeno a los ratones en 8 sitios especificos préximos a ganglios linfaticos periféricos (GLP). Este
procedimiento se repitid 8 veces durante un periodo de 12 dias. El dia 12, se recogidé una muestra de sangre y se analiz
el titulo de anticuerpo en suero mediante ELISA. El dia 15, se retiraron los GLP agrupados procedentes de los ratones
con un titulo elevado. Para recoger los linfocitos, los GLP se lavaron dos veces con DMEM sin aditivos y a continuacién
se disociaron haciéndolos pasar a través de un tamiz de 0,22 micrémetros (Falcon n.° 352350). Los linfocitos resultantes
se lavaron 2 veces adicionales antes de |a fusién en medio Cytofusion (medio de electroporacién BT Xpress Cytofusion®
cat n.° 47001). Se mezclaron células de mieloma FO con los linfocitos con una relacion de 4 linfocitos por cada célula FO.
La mezcla celular se centrifugd, se suspendid en 7 ml de medio Cytofusion y posteriormente se afiadidé a una camara de
electrofusion de 9 ml (Harvard Apparatus Coaxial Chamber 9ML parte n.° 470020). La electrofusién se llevd a cabo segln
las instrucciones del fabricante utilizando el sistema de hibridoma/Hybrimune CEEF-50B de Cyto Pulse Sciences, Inc. Se
permitié que las células fusionadas se recuperaran durante 5 minutos en la camara, se diluyeron 1/10 en medio de fusén
sin HAT (DMEM + FBS al 20 %, Pen/Estrep/Glu, 1x NEAA, 0,5x HFCS) y se colocaron a 37 °C durante una hora. Se
afiadié medio HAT 4x (DMEM + FBS al 20 %, Pen/Estrep/Glu, NEAA 1x, HAT 4x, HFCS 0,5x) para preparar una solucién
1x y la densidad se ajusto a 1,67x10% células/ml. A continuacion, las células se sembraron en placas de 384 pocillos a
60 pl/pocillo.

Cribado de hibridomas que secretan anticuerpos contra P-cadherina

Diez dias después de la fusién, las placas de hibridomas se cribaron para determinar la presencia de anticuerpos
especificos para P-cadherina. Para el cribado mediante ELISA, se recubrieron placas de 384 pocillos Maxisorp (Nunc n.°
464718) con 50 ul de P-cadherina humana (diluida hasta 15 ng/pocillo en PBS) y se incubaron durante una noche a 4 °C.
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La proteina restante se aspir6 y los pocillos se bloquearon con BSA al 1 % en PBS. Después de 30 min de incubacién a
temperatura ambiente, los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS + Tween 0,05 % (PBST). Se transfirieron 15 ul de
sobrenadante de hibridoma a las placas de ELISA. Se diluyeron 15 pl de suero de ratén, tomados en el momento de la
retirada de GLP, en un factor de 1:1000 en PBS y se afiadieron como control positivo. PBST. Se afiadieron 50 ul de
anticuerpo secundario (anti-lgG-HRP de ratén producido en cabra (Jackson Immuno Research n.° 115-035-071), diluido
en un factor de 1:5000 en PBS) a todos los pocillos de las placas de ELISA. Tras una incubacién a temperatura ambiente
durante 1 h, las placas se lavaron ocho veces con PBST. Se afiadieron 25 yl de TMB (KPL n.° 50-76-05) y después de
30 min de incubacion a temperatura ambiente; las placas se leyeron a una absorbancia de 605 nm. Las células de los
pocillos positivos se expandieron en placas de 24 pocillos en medio HT (DMEM + FBS al 20 %, Pen/Estrep/Glu, NEAA 1x,
HT 1x, HFCS 0,5x).

Purificacion del anticuerpo

El sobrenadante que contenia anticuerpos se purificé utilizando proteina G (Upstate n.° 16-266 (Billerica, MA)). Antes de
introducir el sobrenadante, la resina se equilibré con 10 volumenes de columna de PBS. Tras la unién de la muestra, la
columna se lavd con 10 volumenes de columna de PBS y a continuacion el anticuerpo se eluyd con 5 volumenes de
columna de glicina 0,1 M, pH 2,0. Las fracciones de la columna se neutralizaron inmediatamente con 1/10 del volumen
de Tris HCI, pH 9,0. Se midié la DO280 de las fracciones y las fracciones positivas se agruparon y sometieron a dialisis
durante una noche frente a PBS, pH 7,2.

Humanizaciéon y maduracioén de afinidad de los anticuerpos anti-P-cadherina

Se humanizaron las secuencias VH y VL de anticuerpos anti-P-cadherina derivados de hibridoma y se maduro su afinidad
de la siguiente manera.

Generacion de secuencias humanizadas

Las secuencias de ADN que codifican los dominios VL y VH humanizados se solicitaron en GeneArt (Life Technologies,
Inc., Regensburg, Alemania) incluyendo la optimizacion de codones para Homo sapiens. Las secuencias que codifican
los dominios VL y VH se subclonaron mediante corte y pegado de los vectores derivados de GeneArt en vectores de
expresion adecuados para la secrecién en células de mamifero. Las cadenas pesada y ligera se clonaron en vectores de
expresion individuales para permitir la cotransfeccion. Los elementos del vector de expresion incluyen un promotor
(potenciador-promotor de citomegalovirus (CMV)), una secuencia sefial para facilitar la secrecién, una sefial de
poliadenilacion y un terminador de la transcripcion (gen de la hormona del crecimiento bovina (BGH)), un elemento que
permite la replicacién episémica y la replicacién en procariotas (p. €j., origen de SV40 y ColE1 u otros conocidos en la
técnica) y elementos para permitir la seleccién (gen de resistencia a ampicilina y marcador de zeocina).

Expresion y purificacién de anticuerpos humanizados

Las células de rifidn embrionario humano que expresan constitutivamente el antigeno T grande de SV40 (HEK293-T
ATCC11268) son una de las estirpes celulares hospedadoras preferidas para la expresion transitoria de proteinas 1gG
humanizadas y/u optimizadas. La transfeccién se realiza usando PEI (polietilenimina, PM lineal 25.000, Polysciences,
EE. UU., n.° de cat. 23966) como reactivo de transfeccién. La solucion madre de PEI se prepara disolviendo con cuidado
1 g de PEIl en 900 ml de agua de uso en cultivo celular a temperatura ambiente (TA). Para facilitar la disolucién de PEI, la
solucion se acidifica mediante la adicién de HCI a pH 3-5, seguido de neutralizacion con NaOH hasta un pH final de 7,05.
Finalmente, el volumen se ajusta a 11y la solucidon se filtra a través de un filtro de 0,22 um, se toman alicuotas y se
congelan a -80 °C hasta su uso posterior. Una vez descongelada, una alicuota se puede volver a congelar hasta 3 veces
a -20 °C, pero no se debe almacenar a largo plazo a -20 °C.

Las células HEK 293T se cultivan utilizando un medio de cultivo sin suero para la transfeccién y propagacién de las células
y un medio de cultivo sin suero ExCell VPRO (SAFC Biosciences, EE. UU., n.° de cat. 24561C) como medio de
produccién/alimentacidén. Las células preparadas para transfecciones transitorias se cultivan en cultivo en suspension.
Para las transfecciones a pequefia escala (<51), las células se cultivan en matraces de agitacion Corning (Corning,
Tewksbury, MA) en un agitador orbital (100-120 rpm) en una incubadora humidificada al 5 % de CO2 (matraces de
siembra). Las células en los cultivos de semillas deben mantenerse en |la fase de crecimiento exponencial (densidades
celulares entre 5x105 y 3x106/ml) y presentan una viabilidad de >90 % para la transfeccion. Las densidades celulares
fuera de este intervalo daran lugar a una fase de latencia después de la diluciéon o una reduccion de la eficiencia de
transfeccion. Para la transfeccidén a pequefia escala (<5 1), se extrae una alicuota de células de los cultivos de siembra y
se ajusta a 1,4 x 108 células/ml en el 36 % del volumen final con medio de cultivo sin suero de Novartis. La solucion de
ADN (solucion 1: 0,5 mg de plasmido de expresidén de cadena pesada y 0,5 mg de cadena ligera para una transfeccién
de 1) se prepara diluyendo el ADN a 1 mg/l (volumen final) en el 7 % del volumen de cultivo final seguido de una mezcla
suave. Para evitar la contaminacidn bacteriana, esta solucion se filtra usando un filtro de 0,22 um (p. ej., Millipore Stericup).
A continuacion, también se diluyen 3 mg/l (volumen final) de solucién de PEI en el 7 % del volumen de cultivo final y se
mezclan suavemente (solucion 2). Ambas soluciones se incuban durante 5-10 min a temperatura ambiente (TA). Después,
se aflade la solucién 2 a la solucién 1 con una mezcla suave y se incuba durante otros 5-15 minutos a temperatura
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ambiente. La mezcla de transfeccidon se aflade después a las células y se prosigue el cultivo de las células durante 4 a
6 horas. Finalmente, el 50 % restante del volumen de produccion total se alcanza mediante la adicién de medio de cultivo
exento de suero ExCell® VPRO. El cultivo celular se continlia durante once dias después de |a transfeccion. El cultivo se
recoge mediante centrifugacién a 4500 rpm durante 20 minutos a 4 °C (Heraeus®, Multifuge 3 S-R, Thermo Scientific,
Rockford, IL). El sobrenadante celular recuperado se esteriliza por filtracion a través de un filtro stericup (0,22 ym) y se
almacena a 4 °C hasta su procesamiento posterior.

La purificacion se realizé en un sistema de cromatografia "AKTA 100 explorer Air* a 4 °C en una cabina de enfriamiento,
usando una columna HiTrap de 5 ml de Proteina A MabSelect®SuRe recién desinfectada (NaOH 0,25 M). La columna se
equilibré con 5 CV de PBS (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA) y después se cargd el sobrenadante esterilizado por
filtracion (2 1) a 4,0 ml/min. La columna se lavé con 8 CV de PBS para eluir la muestra no unida y se lavdé nuevamente con
5 CV de PBS. Se eluy6 el anticuerpo con 5 CV de citrato 50 mM, NaCl 70 mM, pH 3,2. El eluido se recogié en fracciones
de 3 ml; se agruparon las fracciones y se ajustd a pH 7 con Tris HCI 1 M, pH 10. Los grupos se agruparon y esterilizaron
por filtracién (Millipore Steriflip, 0,22 um), se midié la DO 280 nm en un espectrometro ND-1000 (NanoDrop) y se calculd
la concentracion de proteina basandose en los datos de secuencia. Se analizé la agregacion (SEC-MALS) y la pureza
(SDS-PAGE, LAL y MS) del eluido. Para la segunda etapa de purificacién, si fue necesaria, los grupos de la primera
purificacién se cargaron en una Spx recién desinfectada (NaOH 0,5 M) (Hi Load 16/60 calidad Superdex 200, 120 ml, GE-
Helthcare). La columna se equilibré con PBS vy la tanda se realizé con tampdn PBS a 1 ml/min, el eluido se recogié en
fracciones de 1,2 ml y se analizé como se ha descrito para la primera etapa de purificacion.

Anticuerpos de selecciones por afinidad en biblioteca de fagos HUuCAL PLATINUM® de Morphosys

Para la seleccién de anticuerpos que reconocen la P-cadherina humana, se aplicaron multiples estrategias de seleccion
por afinidad. Se generaron anticuerpos terapéuticos contra la proteina P-cadherina humana mediante la seleccién de
clones que se unian a P-cadherina utilizando como fuente de proteinas variantes de anticuerpos una biblioteca de
presentacion en fagos disponible en el mercado, la biblioteca HUCAL PLATINUM® de MorphoSys. La biblioteca de
fagémidos se basa en el concepto de HUCAL® (Knappik et al., 2000, J Mol Biol 296: 57-86) y emplea la tecnologia
CysDisplay™ para presentar el Fab en la superficie del fago (documento WO01/05950).

Para el aislamiento de anticuerpos anti-P-cadherina se emplearon estrategias de seleccion por afinidad en fase sdlida,
fase liquida y células.

Seleccién por afinidad en fase sélida de P-cadherina recombinante

Antes del proceso de seleccién de antigeno, se realizé un ELISA de verificacién del recubrimiento para determinar la
concentracion de recubrimiento 6ptima para el antigeno. Se utilizd proteina P-cadherina recombinante con marcador His
en el enfoque de seleccion por afinidad en fase soélida recubriendo placas Maxisorp™ (Nunc) mediante adsorcion pasiva.
Se recubrié una cantidad adecuada (dependiendo del numero de grupos de subbibliotecas) de pocillos de una placa
Maxisorp™ de 96 pocillos (Nunc) con antigeno 125 nM durante una noche a 4 °C. Los pocillos recubiertos se bloguearon
con PBS (solucion salina tamponada con fosfato)/leche en polvo al 5 %/BSA (seroalbumina bovina) al 5 %/Tween 20 al
0,1 %/CaCl2 1 mM. Para cada seleccidn por afinidad, se bloquearon aproximadamente 50 uL de anticuerpos contra fagos
HUCAL PLATINUM® en solucion durante 2 h a temperatura ambiente (TA). Después del procedimiento de blogueo, se
afiadié mezcla de fagos prebloqueados a cada pocillo recubierto con antigeno y bloqueado y se incub6 durante 2 horas
(h) a TA en un agitador de placas de microtitulacion (MTP). Posteriormente, el fago unido de forma inespecifica se elimino
mediante varias etapas de lavado con PBS. Para la elucién del fago unido especificamente, se afiadiéo DTT (ditiotreitol)
25 mM durante 10 minutos (min) a TA. Los eluatos de DTT se utilizaron para la infeccion de células de E. coli (Escherichia
coli) TG-F*. Después de la infeccion, las bacterias se sembraron en placas de agar LB (caldo de lisogenia)/Cam
(cloranfenicol) y se incubaron durante una noche a 30 °C. Las colonias se rasparon de las placas y se usaron para el
rescate de fagos, la amplificacién policlonal de clones seleccionados y la produccidon de fagos. Con el fago purificado se
inicid la siguiente ronda de seleccidn por afinidad.

La segunda y tercera ronda de seleccion por afinidad en fase sdlida se realizaron segun el protocolo de la primera ronda,
excepto por las condiciones de lavado mas reigurosas.

Subclonacién y microexpresién de fragmentos Fab seleccionados

Para facilitar la expresion rapida de Fab soluble, los insertos codificantes de Fab del fago HUCAL PLATINUM®
seleccionado se subclonaron del vector de presentacion pMORPH®30 en un vector de expresion pMORPH®x11
pMORPH®x11_FH.

Para el cribado y la caracterizacién iniciales, se lisé6 un cultivo de una noche de clones de E. cofi individuales que
expresaban Fab usando lisozima 0,5 mg/ml, EDTA 0,8 mM y benzonasa 4 U/ul. Se usaron Fab que contenian lisados de
E. coli para el cribado mediante ELISAy FACS.

Cribado mediante ELISA
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Utilizando el cribado mediante ELISA se identificaron clones de Fab individuales a partir del resultado de la seleccién por
afinidad para la unién al antigeno diana. Los Fabs se prueban utilizando lisados brutos de E. coli que contienen Fab.

Para la verificacion de la expresion de Fab en los lisados de E. coli preparados, se recubrieron placas Maxisorp™ (Nunc)
de 384 pocillos con IgG de oveja anti-humana especifica para el fragmento Fd diluida 1:1000 en PBS. Después de
bloguear las placas con leche desnatada en polvo al 5 % en PBS, se afiadieron lisados de E. coli que contenian Fab. La
unién de Fab se detecté mediante IgG de cabra anti-humana especifica para F(ab)2 conjugada con fosfatasa alcalina
(diluida 1:5000) utilizando sustrato de fluorescencia Attophos (Roche, n.° de catalogo 11681982001). Se registré la emisién
de fluorescencia a 535 nm con excitacion a 430 nm.

Para la identificacién de fragmentos Fab de union al antigeno P-cadherina se recubrieron placas Maxisorp™ (Nunc) de
384 pocillos con antigeno de P-cadherina humana 25 nM mediante adsorcidon pasiva en PBS. Después de bloquear las
placas con leche desnatada en polvo al 5 % en PBS, se afiadieron lisados de E. coli que contenian Fab. La unién de Fab
se detecté mediante 1gG de cabra anti-humana especifica para F(ab)2 conjugada con fosfatasa alcalina (diluida 1:5000)
utilizando sustrato de fluorescencia Attophos (Roche, n.° de catalogo 11681982001). Se registré la emision de
fluorescencia a 535 nm con excitacién a 430 nm.

Cribado mediante FACS (clasificacién de células activada por fluorescencia)

En el cribado mediante FACS, los clones Fab individuales que se unen al antigeno expresado en la superficie celular se
identifican a partir del resultado de la seleccidn por afinidad. Se analiza la union celular de los Fabs utilizando lisados
brutos de E. coli que contienen Fab.

Se transfirieron 50 ul de suspension celular a una placa nueva de 96 pocillos (lo que dio lugar a 1x105 células/pocillo) y
se mezclaron con 50 ul de extractos bacterianos que contenian Fab.

A continuacién se incubaron las suspensiones de anticuerpos celulares en hielo durante 1 hora en un agitador. Después
de la incubacioén, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con tampén FACS helado. Después de cada etapa
de lavado, las células se centrifugaron y se resuspendieron cuidadosamente.

Se afiadié un anticuerpo de deteccién secundario (IgG de cabra antihumana conjugada con PE; Dianova) y las muestras
se incubaron en hielo y posteriormente se lavaron segun la incubacion de Fab. La intensidad de la fluorescencia se
determino en un instrumento FACSCalibur™.

Expresién y purificacién de fragmentos Fab HuCAL®

La expresion de fragmentos Fab se realizd en células de E. coli TG1 F-. Los cultivos se agitaron a 30 °C durante 18 h.
Las células se recogieron y se rompieron. Los fragmentos Fab marcados con Hiss ("Hise" desvelada como la SEQ ID NO:
130) se aislaron mediante IMAC vy filtracién en gel y las concentraciones de proteinas se determinaron mediante
espectrofotometria UV a 280 nm.

La identidad y pureza de las preparaciones de Fab se determinaron en estado nativo mediante espectrometria de masas
(MS).

Analisis de reactividad cruzada

Los Fab purificados se analizaron en ELISA para determinar su unién a proteinas de DEC de P-cadherina humana, de
macaco cangrejeron, de rata y de raton. Para este fin, se recubrieron placas Maxisorp™ (Nunc) de 384 pocillos con
antigeno a una concentracion de 10 ug/ml en PBS durante una noche a 4 °C. La unidn de los Fab se detecté mediante
I9G de cabra anti-humana especifica para F(ab)2 conjugada con fosfatasa alcalina (diluida 1:5000) utilizando sustrato de
fluorescencia Attophos (Roche, n.° de catalogo 11681982001). Se registrd la emision de fluorescencia a 535 nm con
excitacion a 430 nm.

Conversién a lgG y expresion de lgG

Con el fin de expresar IgG de longitud completa en células HEK, se subclonaron fragmentos de dominio variable de
cadenas pesadas (VH) y ligeras (VL) de vectores de expresion de Fab en vectores pMORPH®_hlg adecuados para 1gG1
humana. El sobrenadante del cultivo celular se recogio 10 dias después de la transfeccion. Después de la filtracién en
condiciones estériles, la solucién se sometié a cromatografia de afinidad de proteina A utilizando una estacion de
manipulacion de liquidos. Se realizé intercambio de tampén PBS de Dulbecco 1x (pH 7,2, Invitrogen) y las muestras se
filtraron en condiciones estériles (tamafio de poro de 0,2 um). Las concentraciones de proteinas se determinaron mediante
espectrofotometria UV a 280 nmy la pureza de las 1gG se analizd en condiciones desnhaturalizantes y reductoras en SDS-
PAGE.
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Bioensayo

Los anticuerpos anti-P-cadherina obtenidos siguiendo los procesos de seleccion por afinidad descritos anteriormente se
evaluaron en el ensayo ilustrado a continuacion:

Ensayo de internalizacion celular de HCC1954

Para determinar la capacidad de los anticuerpos anti-P-cadherina para experimentar una internalizacién celular mediada
por la diana, se establecid un ensayo de internalizacion basado en microscopia utilizando la estirpe celular tumoral
HCC1954 que expresa P-cadherina.

Las células se resuspendieron en medio de cultivo completo (RPMI-1640 + FCS al 10 % y se sembraron en placas de
ensayo microscopicas de 96 pocillos de fondo plano (ViewPlate®-96 F TC, Perkin Elmer, n.° 6005225) a una densidad
celular de 5x108 células/pocillo en 100 pl y se incubaron a 37 °C y CO2 al 5 % durante 2 dias.

Después de dos dias, los anticuerpos HUCAL® (IgG) se diluyeron en PBS hasta las concentraciones deseadas. Se
afiadieron 100 ul de las soluciones de anticuerpos a las células sembradas y se incubaron durante 2 h. A continuacion,
las células se lavaron dos veces con PBS, se fijaron con reactivo CellFIX 1x (CellFIX™, BD Biosciences, n.° 340181), se
lavaron de nuevo dos veces con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 %. A continuacion, las células se
bloquearon con tampdn Odyssey 1x (Li-Cor, n.° 927-40000) durante 1 h. Después de la aspiracidn, las células se tifieron
durante 1 h con Hoechst (tricloruro de bisbencimida H 33342, n.° B2261, Sigma) e |gG de cabra antihumana Alexa Fluor®
488 (Invitrogen, n.° A-11013). Después de la tincién, las células se lavaron tres veces con PBS y se analizaron utilizando
un lector Cellomics ArrayScan VTI HCS (Thermo Fischer Scientific. Para evaluar la concentracion de internalizacién media
méxima (valores de Clso), la valoracion de |gG se realizé abarcando un intervalo de 10 nM a 2,4 pM en etapas de dilucién
cuadruples.

Eliminacion del sitio de modificacion postraduccional (PTM)

Se descubrié que un anticuerpo, NOV169, que se identificdé en el ensayo de internalizacién descrito anteriormente y se
Vio que se internalizaba eficientemente en células tumorales HCC1954 que expresaban P-cadherina, contenia un unico
sitio PTM N31S en HCDR1. Para evitar la desamidacién, este sitio se convirtié en un sitio N31Q mediante mutagénesis
de Kunkel puntual, lo que dio lugar al anticuerpo NOV169N31Q. La fuerza de unién equivalente a la P-cadherina humana
recombinante por NOV169N31Q en comparacion con el NOV169 parental se confirmé mediante la determinacién de KD
de forteBIO.

Sumario de anticuerpos

La tabla 1 presenta la informacion de secuencia relevante para los anticuerpos anti-P-cadherina aislados de la biblioteca
de fagos HUCAL PLATINUM® de Morfosvs y anticuerpos humanizados anti-P-cadherina derivados de hibridomas murinos.

Ejemplo 2: Determinacion de la estructura cristalografica por rayos X de P-cadherina EC1 EC2 humana y de su
complejo con el Fab NOV169N31Q

Hasta ahora se desconocia la estructura tridimensional de la P-cadherina humana. Se determiné la estructura cristalina
de un fragmento de DEC (dominio extracelular) de P-cadherina humana (los dos primeros dominios de repeticién N-
terminales de cadherina, o EC1_EC2, aminoacidos 108 a 324, SEQ ID NO: 2, tabla 1) asi como su complejo con el
fragmento Fab de NOV169N31Q (tabla 1). Como se detalla a continuacién, la P-cadherina humana EC1_EC2 se expres?,
se replegd, se purificd y se cristalizdé. Ademas, se mezclé la P-cadherina humana EC1_EC2 purificada con el Fab
NOV169N31Q para formar un complejo que también se purificd y cristalizé posteriormente. A continuacién se empleé la
cristalografia de proteinas para generar datos de resolucién atomica para la P-cadherina humana EC1_EC2 en estado
libre y se uni6 al Fab NOV169N31Q para definir el epitopo.

Produccién de proteinas de P-cadherina humana EC1_EC2 y Fab NOV169N31Q para cristalografia

Las secuencias de aminoacidos de P-cadherina humana EC1_EC2 y Fab NOV169N31Q producidas para cristalografia
se muestran en la tabla 3. La construccién de P-cadherina humana EC1_EC2 comprendia los restos 108 a 324
(subrayados) de Pla -cadherina humana (identificador UniProt P22223, SEQ ID NO: 126), junto con restos N-terminales
del vector de expresién recombinante (mostrados en letras minusculas, SEQ ID NO: 127). Para el Fab NOV169N31Q, se
muestran las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera, junto con los marcadores de
identificacion/purificacién C-terminales (que se muestran en letras minusculas, SEQ ID NO: 128 y 129, respectivamente).

Tabla 3: Proteinas utilizadas para la determinacién de la estructura cristalina
EConstruccién §Secuencia de aminodcidos en cédigo de una letra ESEQ ID NO
\P-cadherina humana (P22223) ; 1126
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.............................................................................................................................................................................................................................................................

EConstruccién iSecuencia de aminoacidos en codigo de una letra ESEQ IDNO

T e e e e e e e e e e e e e e e e e

{ MGLPRGPLASLLLLQVCWLQCAASEPCRAVFREAEVTLEAGGA
| EQEPGQALGKVFMGCPGQEPALFS TDNDDFTVRNGETVQERRS
| LKERNPLKIFPSKRILRRHKRDWVVAPISVPENGKGPFPQRLN
! QLKSNKDRDTKIFYSITGPGADSPPEGVFAVEKETGWLLLNKP
| LDREEIAKYELFGHAVSENGASVEDPMNISI IVTDONDHKPKE
{ TODTFRGSVLEGVLPGTSVMQVTATDEDDAIYTYNGVVAYSTH
| SQEPKDPHDIMFTTIHRSTGTISVISSGLDREKVPEYTLT QAT
! DMDGDGSTTTAVAVVE T LDANDNAPMFDPQKYEAHVPENAVGH
{ EVORLTVTDLDAPNSPAWRATYTLTMGGDDGDHFTI TTHPESNQ
{ GILTTRKGLDFEAKNQHTLYVEVTNEAPFVLKLPTSTAT IVVH
| VEDVNEAPVEVPPSKVVEVQEGIPTGEPVCVY TAEDPDKENQK
! ISYRILRDPAGWLAMDPDSGQVTAVGTLDREDEQFVRNNIYEV
{ MVLAMDNGSPPTTGTGTLLLTLIDVNDEGPVPEPRQITICNQS
| PVRQVLNITDKDLSPHTSPFQAQLTDDSDIYWTAEVNEEGDTV
| VLSLKKFLKQODTYDVHLSLSDHGNKEQLTVIRATVCDCHGHVE
! TCPGPWKGGFILPVLGAVLALLFLLLVLLLLVRKKRKIKEPLL
| LPEDDTRDNVFYYGEEGGGEEDQDYDI TQLHRGLEARPEVVLR
{ NDVAPTIIPTPMYRPRPANPDEIGNFIIENLKAANTDPTAPPY
| DTLLVFDYEGSGSDAASLSSTTSSASDQDODYDY INEWGSRFK
| KLADMYGGGEDD

EP-cadherina humana §127

EC1_EC2 | gpDWVVAPISVPENGKGPFPORLNOLKSNKDRDTKI FYSITGP

f | GADSPPEGVFAVEKETGWLLLNKPLDREE IAKYELFGHAVSEN
| GASVEDPMNIS I IVTDONDHKPKFTQDTFRGSVLEGVLPGTSV
| MQVTATDEDDATYTYNGVVAYS THSQE PKDPEDIMFT THRS TG
| TISVISSGLDREKVPEYTLTIQATDMDGDGS TTTAVAVVEILD
| ANDN

'NOV169N31Q

(Cadena pesada de Fab | QVOLOOSGPGLVKPSQTLSLTCATSGDSVS SQSAANNHTRQS P
| | SRGLEWLGRIYYRSKWYNDYALSVKSRITINPDTSKNQFSLOL
| NSVTPEDTAVYYCARGEGYGREGFATHGOGTLVTVSSASTRGP
| SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY FPEPVTVSHWNSGALTSG

B B B 4 B 4 4 B 4 4 B R R 4 4 4 R4 A A A e

VHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
i KPSNTKVDKKVEPKSEFdykddddkgaphhhhhh

‘NOV169N31Q

ECadena ligera de Fab

DIOMTQOSPSSLSASVGDRVTITCRASQTISNTLAWYQOKPGKA
PKLLIYAASNLQOSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATY
YCOOYLSWETFGQGTKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVOWKYVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOQGLSSPVTKSFNRGEA
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La P-cadherina humana EC1_EC2 con un marcador de hexahistidina N-terminal (SEQ ID NO: 130) seguido de un sitio de
escision PreScission se clond y expresé en E. coli BL21 (DE3) Star (Invitrogen) con un vector pET28. Después de la
induccién durante una noche con IPTG a 18 °C, se recogieron células (67 g) y se lisaron con una prensa francesa en
700 ml de TRIS 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, glicerol al 10 %, TCEP 2 mM y 14 comprimidos de cdctel inhibidor de
proteasa cOmplete sin EDTA (Roche). Después de la centrifugacién (35 min a 18.000 rom con rotor SS34), el
sobrenadante se filtré en condiciones estériles (0,45 um) y se cargd en una columna de cromatografia de quelacion de
metales en bruto FF (5 ml, GE Healthcare) preequilibrada con tampoén A (TRIS 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, dlicerol al
10 %). La columna se lavé primero con el tampdn de equilibrado y después con el tampén A que incluia imidazol 25 mM,
seguido de elucién con un gradiente de imidazol de 25 mM a 500 mM. La proteina eluida (36 mg) se escindié después
usando proteasa PreScission (10 ug por mg) durante la diélisis de una noche frente a TRIS 50 mM, pH 8,0. Después de
la filtracidn (0,22 um), la muestra se cargé en una columna de cromatografia de intercambio aniénico MonoQ (GE
Healthcare) preequilibrada con TRIS 50 mM, pH 8,0y se eluyé con un gradiente de NaCl de 0,0 M a 1,0 M. El pico principal
que contenia P-cadherina EC1_EC2 (25,6 mg) se recogid y analizé mediante SDS-PAGE y HPLC. A continuacion, se
volvié a cargar el conjunto de fracciones en la columna de cromatografia de quelacién de metales en bruto FF (5 ml, GE
Healthcare) preequilibrada con TRIS 50 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, glicerol al 10 % como antes. La proteina P-cadherina
EC1_EC2 se recuperd en el flujo continuo y se analizé mediante HPLC y LC-MS. Los analisis de LC-MS mostraron el
peso molecular esperado (23.837 Da).

El Fab NOV169N31Q se expresé a escala de 1 litro en E. coli. En primer lugar, el plasmido que codifica el fragmento Fab
se transformé en células E. coli TG1F- quimicamente competentes. Después del cultivo de las bacterias durante una
noche en una placa de LB/Agar/glucosa al 1 %/cloranfenicol con 34 pg/ml a 37 °C, se usé una colonia para inocular un
precultivo de 6 ml (2xYT/glucosa al 1,0 %/cloranfenicol con 34 ug/ml). El cultivo se incubé durante una noche a 30 °C,
agitando a 220 rpm. Al dia siguiente, el precultivo se transfirié a 1 litro de cultivo de expresion (2xYT/glucosa al
0,1 %/cloranfenicol con 34 ug/ml). El cultivo de expresién se incubé a 30 °C, agitando a 220 rpm hasta que se alcanzo
una DOesoonm de 0,6-0,8. La expresion se indujo mediante la adicidn de IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM. La
expresion se llevo a cabo durante una noche a 25 °C y 220 rpm. Al dia siguiente, las células se sedimentaron y congelaron
a-80°C.

El fragmento Fab se purificé en 2 etapas utilizando un protocolo automatico en el sistema AEKTA Express (programa
informatico: Unicom_v5.11). El sedimento bacteriano se resuspendié primero en 40 ml de tampén de lisis (fosfato de Na
200 mM, pH 7,4, NaCl 0,5 M, lisozima al 0,1 %, MgCl2 2 mM, 10 U/ml de benzonasa, 1 comprimido/50 ml de inhibidor de
proteasa sin EDTA cOmplete) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con agitacién. Los residuos celulares
se eliminaron mediante centrifugacién a 16.000 g durante 30 min. El sobrenadante que contenia Fab se pasd a través de
filtros de jeringa de 0,2 uM (Pall, n.° PN4525) y se cargd en el sistema preequilibrado con tampén de ejecucién (fosfato
de sodio 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 10 mM, pH 7,4). La primera etapa de purificacién se realizé en una columna HiTrap
HP de 1 ml (GE Healthcare). La columna se lavé con tampon de ejecucién y los fragmentos Fab marcados con Hise ("Hise"
desvelada como la SEQ ID NO: 130) se eluyeron con el tampdn de elucidn (fosfato Na 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol
250 mM, pH 7,4). La fraccion pico se aplicé automaticamente a la columna de filtracion en gel (HiLoad 16/60 Superdex
75; GE Healthcare). El fragmento Fab purificado se eluyé en PBS. La concentracién del fragmento Fab se determino
mediante mediciones de UVasonm ¥ aplicando la ecuacion de Lambert-Beer, utilizando el coeficiente de extincién estimado
a partir de la secuencia de aminoacidos.

Cristalizacién y determinacioén de la estructura de la P-cadherina humana EC1_EC2

Se dializé P-cadherina humana EC1_EC2 frente a Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, NaCl 25 mM, se concentrdé a 15 mg/ml y se
exploré para determinar su cristalizacién a 20 °C.

Los cristales se cultivaron en placas SD2 de 96 pocillos mediante difusidon de vapor de gota sentada. En detalle, se
mezclaron 0,2 ul de proteina con 0,2 ul de solucidn de depdsito y la gota se equilibré frente a 80 pl de la misma solucion
de depodsito a 20 °C. Se obtuvieron cristales adecuados para el analisis de difraccién de rayos X con una solucion de
depdsito hecha de HEPES 0,085 M, pH 7,5, NaCl 3655 My dlicerol al 15 %.

Para la recopilacion de datos, se monté un cristal de P-cadherina humana EC1_EC2 en un cryo-loop y se enfrio
instantaneamente de forma directa en nitrégeno liquido. Los datos de difraccion se recogieron en la linea de luz X10SA
(PX-Il) de la Swiss Light Source (Instituto Paul Scherrer, Suiza), con un detector de pixeles Pilatus y rayos X de longitud
de onda de 0,99999 A. En total, se registraron 720 imégenes con una oscilacién de 0,25 grados cada una a una distancia
del cristal al detector de 200 mm. Los datos se procesaron y aumentaron de escala a una resolucién de 1,40 A utilizando
XDS (Kabsch (1993) J. Appl. Crystallogr. 26:795-800) como se implementa en APRV-INDEX (Kroemer, Dreyer, Wendt
(2004) Acta Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr. 60:1679-1682). El cristal estaba en el grupo espacial C2 con
dimensiones de celda a= 120,89 A, b= 76,52 A, c= 46,21 A, alfa=90°, beta= 107,79°, gamma=90°. La estructura de la P-
cadherina humana EC1_EC2 se resolvié mediante reemplazo molecular utilizando el programa Phaser (McCoy et al,,
(2007) J. Appl. Cryst. 40:658-674) y entrada 1L3W de la PDB (X. Laevis C-cadherina, 3,08 A, 55 % de identidad de
secuencia). EI modelo final se construyé en COOT (Emsley et al., (2010) Acta Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr.
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66:486-501) y se refind con Buster (Global Phasing, LTD) hasta valores de Ruabajo ¥ Ribe de 19,8 % y 21,3 %,
respectivamente, con un valor rmsd de 0,010 Ay 1,13° para longitudes de enlace y &ngulos de enlace, respectivamente.

Estructura de P-cadherina humana EC1_EC2

La estructura cristalina de la P-cadherina humana EC1_EC2 (restos de aminoacidos 108 a 322) se muestra en la figura
1. Ambos dominios de cadherina tenian una densidad electrénica bien definida y mostraron el pliegue general esperado.
Se observaron tres iones de calcio en la interfaz del dominio.

Se ha propuesto que el dominio DEC de las cadherinas desempefia una funcion en la arquitectura extracelular de las
uniones adherentes, que controlan la adhesién intercelular. EI ensamblaje de la unidn implica interacciones homotipicas
tanto en trans como en cis entre los ectodominios de grupos de cadherina (Boggon et al., (2002) Science 296:1308-1313;
Harrison et al., (2011) Structure 19:244-256). La interaccidon homotipica en trans implica el intercambio de Trp N-terminal
("dimero de cadena intercambiada") entre los dominios EC1 de dos moléculas de cadherina en orientacién opuesta
(presentadas por dos células diferentes). Por el contrario, en la interaccion homotipica en cis participa el dominio de
cadherina extracelular N-terminal (EC1) de una molécula y el segundo dominio (EC2) de otra molécula en la misma
orientacion. Se cree que las interacciones en frans son mucho mas fuertes que las interacciones en cis. Mientras las
interacciones en trans forman la base molecular de la adhesién intercelular, se cree que las interacciones en cis
promueven la adhesién celular mediante agrupacion molecular.

La estructura cristalina del fragmento EC1_EC2 de P-cadherina humana mostré que el segmento N-terminal que
participaba en las interacciones homotipicas en trans a través del intercambio de Trp no participaba en tales interacciones
en el cristal y estaba ligado a su propio dominio. Ademas, un analisis del empaquetamiento cristalino reveld que una de
las moléculas de P-cadherina EC1_EC2 relacionadas por simetria estaba produciendo interacciones homotipicas en cis
muy similares a las ya comunicadas para otras cadherinas, lo que demuestra que la cristalizacién estaba, en este caso,
impulsada por interacciones homotipicas en cis.

Cristalizacion y determinacion de la estructura del complejo de Fab NOV169N31Q

El complejo de P-cadherina humana EC1_EC2 con el Fab NOV169N31Q se preparé mezclando la P-cadherina humana
EC1_EC2 purificada y el Fab NOV169N31Q en una relacién molar de 1,5:1,0 (concentracidon medida por HPLC) y
purificando el complejo en una cromatografia de exclusion por tamafio Superdex 200 (GE Healthcare) equilibrada en Tris-
HCI 10 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, con 2 comprimidos de coctel inhibidor de proteasa sin EDTA cOmplete (Roche). Las
fracciones de los picos se analizaron mediante SDS-PAGE y LCMS. Las fracciones que contenian el complejo de P-
cadherina humana EC1_EC2/Fab NOV169N31Q se concentraron hasta aproximadamente 12 mg/ml, se afiadié CaClz
hasta una concentracion final de 5 mM y la muestra se exploré para determinar su cristalizacion a 20 °C.

Los cristales se cultivaron en placas SD2 de 96 pocillos mediante difusidon de vapor de gota sentada. En detalle, se
mezclaron 0,2 ul de proteina con 0,2 ul de solucidn de depdsito y la gota se equilibré frente a 80 pl de la misma solucion
de depodsito a 20 °C. Se obtuvieron cristales adecuados para el analisis de difraccién de rayos X con una solucion de
depdsito hecha de acetato de calcio 0,2 M, PEG 8000 al 10 % (p/v), MES 0,1 M, pH 6,5.

Antes de la recogida de datos, se transfirié brevemente un cristal de P-cadherina humana EC1_EC2/Fab NOV169N31Q
a una mezcla 1:1 de la solucion de depdsito con PEG 8000 al 20 %, glicerol al 30 % y se enfrié de forma ultrarrapida en
nitrégeno liquido.

Los datos de difraccién se recogieron en la linea de luz X10SA (PX-1l) de la Swiss Light Source (Instituto Paul Scherrer,
Suiza), con un detector de pixeles Pilatus y rayos X de longitud de onda de 0,99999 A. En total, se registraron 720
imagenes con una oscilacion de 0,25 grados cada una a una distancia del cristal al detector de 340 mm. Los datos se
procesaron y aumentaron de escala a una resolucién de 2,10 A utilizando XDS (Kabsch (1993) J. Appl. Crystallogr. 26:795-
800) como se implementa en APRV-INDEX (Kroemer, Dreyer, Wendt (2004) Acta Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr.
60:1679-1682). El cristal estaba en el grupo espacial P2i2i2 con dimensiones de celda a= 172,69 A, b= 77,79 A, c=
133,41 A alfa=90°, beta=90,0°, gamma=90°. La estructura de P-cadherina humana EC1_EC2/Fab NOV169N31Q se
resolvié mediante reemplazo molecular utilizando Phaser (McCoy et al., (2007) J. Appl. Cryst. 40:658-674). El modelo final
se construyd en COOT (Emsley et al., (2010) Acta Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr. 66:486-501) y se refiné con Buster
(Global Phasing, LTD) hasta valores de Rimbajo ¥ Ribre de 19,2 %y 22,1 %, respectivamente, con un valor rmsd de 0,010 A
y 1,18° para longitudes de enlace y angulos de enlace, respectivamente. Los restos de P-cadherina humana EC1_EC2
que contienen atomos a una distancia de 4,0 A o inferior de cualquier atomo en Fab NOV169N31Q se identificaron
mediante el programa Ncont del conjunto de programas CCP4 (Collaborative Computing Project, Number 4 (1994) Acta
Crystallogr. Sect. D: Biol. Crystallogr. 50:760-763) y se enumeran en las tablas 4 y 5. El programa AREAIMOL del conjunto
de programas CCP4 identifico los restos de P-cadherina humana EC1_EC2 que se vuelven menos accesibles al disolvente
tras la unién del anticuerpo NOV169N31Q.

Epitopo de P-cadherina ECI EC2 para NOV169N31Q
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La estructura cristalina del complejo de P-cadherina EC1_EC2/Fab NOV169N31Q se usé para identificar el epitopo de P-
cadherina EC1_EC2 para NOV169N31Q. El analisis de rayos X muestra que NOV169N31Q se une al dominio EC1
(dominio de repeticidon de cadherina N-terminal) de la cadherina P humana (figura 2). Hay dos copias del complejo Fab
NOV169N31Q - P-cadherina humana EC1_EC2 en la unidad asimétrica del cristal (una unidad asimétrica contiene toda
la informacion estructural que se necesita para reproducir todo el cristal mediante la aplicacion de operadores de simetria
cristalografica). Ambas copias comparten restos casi idénticos en contacto con Fab NOV169N31Q excepto por pequefias
variaciones debidas al empaquetamiento cristalino.

La superficie de interaccion de la P-cadherina humana EC1_EC2 con el Fab NOV169N31Q esta formada por dos
secuencias discontinuas (es decir, no contiguas), comprendidas completamente dentro del dominio EC1 de P-cadherina
y que abarcan los restos 123 a 127 y los restos 151 a 177 (figura 3). Entre ellos, los restos 124 y 125 y los restos 151 a
172 contribuyen a contactos intermoleculares directos de menos de 4,0 A (entre d4tomos distintos de hidrégeno), como se
detalla en las tablas 4 y 5y se muestra en la figura 3. Estos restos forman la superficie tridimensional que reconoce el
Fab NOV169N31Q (figura 4).

Tabla 4. Interacciones entre la P-cadherina humana EC1_EC2 y la cadena pesada (H) del Fab NOV169N31Q. Los restos
de P-cadherina se numeran basandose en P22223 (SEQ ID NO: 126). Los restos de cadena pesada de Fab se numeran
en funcion de su secuencia de aminodcidos lineal (SEQ ID NO: 128). Los restos de P-cadherina que se muestran tienen
aI menos un atomo a una distancia de 4,0 A o inferior de un atomo en el Fab NOV169N31Q.

Restos de P-cadherina humana (SEQ ID NO: 126) iRestos de Fab NOV169N31Q (SEQ ID NO: 128)

Pro 154 Tyr 54
Glu 155 ‘Arg 52

e R R R R R e

Gly

e e R R R R R R R R R

Tabla 5. Interacciones entre la P- cadherlna humana ECA1 EC2 y la cadena ligera (L) deI Fab NOV169N31Q. Los restos
de P-cadherina se numeran basandose en P22223 (SEQ ID NO: 126). Los restos de cadena ligera de Fab se numeran
en funcion de su secuencia de aminodcidos lineal (SEQ ID NO: 129). Los restos de P-cadherina que se muestran tienen
aI menos un atomo a una distancia de 4,0 A o inferior de un atomo en el Fab NOV169N31Q.

Restos de P-cadherina humana (SEQ ID NO: 126)

Resto Numero

§Phe

e R R R R R R R e
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............................................................................................................................................................................................................................................................

iRestos de P-cadherina humana (SEQ ID NO: 126) ‘Restos de Fab NOV169N31Q (SEQID NO 129)

R L L L - A BT b B A iii B L L EE ll B Ll ELAs B} LS it T R R R

Resto ‘Numero ‘Resto iCadena

Glu ........................................................ 163GIyL
Leu ....................................................... 168LeuL ...............................
Asn ....................................................... 17OSer ..................................... L ...........................
Trp 104 L

Lys 171 Trp 194 i

A diferencia de los otros dominios extracelulares de repeticién de cadherina de la P-cadherina humana, el dominio EC1
no alberga ningun sitio de glucosilacién conocido unidoa N u O. La unién de NOV169N31Q a P-cadherina es, por tanto,
independiente de la glucosilacién. También cabe sefialar que la secuencia de aminoacidos del dominio EC1 de P-
cadherina humana estéd completamente conservada en la P-cadherina de macaco cangrejero (Macaca fascicular) (figura
5). Por lo tanto, el epitopo de P-cadherina reconocido por NOV169N31Q esta completamente conservado en esta especie
de mono utilizada en estudios toxicolégicos.

Glu155 de la P-cadherina humana EC1_EC2 es el resto epitdpico que realiza mas contactos con el Fab NOV169N31Q
(véase la figura 3). Resulta interesante que el Glu155 se encuentra dentro de una insercion no conservada que se
encuentra Unicamente en las cadherinas humanas 1 a 4, como lo muestra una alineacion de secuencia multiple de todas
las cadherinas humanas (figura 6). Como el propio Glu155 no se conserva en las cadherinas humanas 1, 2y 4, se espera
que NOV169N31Q muestre una alta selectividad hacia la cadherina-3 humana (que también se conoce como P-cadherina
humana).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las cadherinas desempefian una funcién importante en el mecanismo
molecular de la adhesién intercelular, que implica interacciones homotipicas tanto fuertes en frans como débiles en cis
entre los ectodominios de los grupos de cadherinas. (Boggon et al., (2002) Science 296:1308-1313; Harrison et al., (2011)
Structure 19:244-256). Segun la estructura cristalina del complejo de P-cadherina humana EC1_EC2/Fab NOV169N31Q,
parece que el epitopo de union para NOV169N31Q se solapa parcialmente con la regién superficial del dominio EC1
implicado en interacciones homotipicas en cis, pero no con la region N-terminal que participa en interacciones homotipicas
en trans (intercelulares). Como consecuencia, el NOV169N31Q no compite con interacciones fuertes en trans por la union
a cadherina y, por lo tanto, es mas probable que tenga un acceso mas facil a su epitopo de unién. Ademas, no se espera
que la unidn de este anticuerpo a su antigeno diana rompa completamente la adhesién intercelular, ya que se conservan
las interacciones homotipicas en trans.

Ejemplo 3: Generacidn y caracterizacion de conjugados de farmacos y anticuerpos contra P-cadherina

Preparacion de los conjugados de DM1 mediante un proceso de una etapa

Se diafiltraron anticuerpos contra P-cadherina en un tampén de reaccién (fosfato de potasio 15 mM, EDTA 2 mM, pH 7,6)
mediante filtracion de flujo tangencial (TFF n.° 1) antes del inicio de la reaccién de conjugacién. Posteriormente, se
mezclaron anticuerpos (5,0 mg/ml) con DM1 (exceso molar de 5,6 veces con respecto a la cantidad de anticuerpo) y
después con SMCC (exceso molar de 4,7 veces con respecto a la cantidad de anticuerpo). La reaccién se realizdé a 20 °C
en tampdn de fosfato potasico 15 mM (pH 7,6) que contenia EDTA 2 mM y DMA al 10 % durante aproximadamente 16
horas. La reaccidn se detuvo afiadiendo acido acético 1 M para ajustar el pH a 5,50. Después del ajuste del pH, la mezcla
de reaccion se filtré a través de un filtro de PVDF multicapa (0,45/0,22 um) y se purificd y diafiltré en un tampon de histidina
20 mM (pH 5,6) que contenia sacarosa al 8,22 % usando filtracion de flujo tangencial (TFF n.° 2). Los parametros del
instrumento para la filtracion de flujo tangencial se enumeran en la tabla 6 a continuacién.

Tabla 6. Parametros del instrumento para la filtracién de flujo tangencial

E‘Concentramon global (
)

.......................................................................................................................................................................

PTM (psi)

.......................................................................................................................................................................

ECarga de membrana (g/m2) 110 150 110 - 150

......................................................................................................................................................................................................................................................

\Diavolimenes §1O 14
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! istidina 20 mM, sacarosa al 8,22
‘pH 56

.......................................................................................................................................................................................................................................................

Temperatura( C) TA(2O 25) : A (20 - 25)

Tampon de diafiltracién

iFosfato de potasio 15 mM, EDTA2 mM, pH 7,6

Los conjugados obtenidos del proceso descrito anteriormente se analizaron mediante: espectroscopia UV para la carga
de agentes citotéxicos (relacion maitansinoide/anticuerpo, RMA);, SEC-HPLC para la determinaciéon del mondémero
conjugado; y HPLC de fase inversa o0 HPLC de fase protegida hidréfoba (Hisep) para el porcentaje de maitansinoide libre.
Los datos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Propiedades del CAF para P- cadherlna preparado mediante un proceso de una etapa

RMA Monomero (%) Maltansmmde libre total (%)

;NOV169N31Q MCC-DM1 3 7 :99,1 0,6

Muestra

Preparacion de conjugados de DM1 mediante un proceso in situ

Los conjugados de la presente invencién también se pueden preparar mediante un proceso in situ segun los siguientes
procedimientos. Se conjugaron anticuerpos contra P-cadherina con la DM1 utilizando el conector de sulfosuccinimidil 4-
(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (sulfo-SMCC). Se prepararon soluciones madre de DM1 y conector
heterobifuncional sulfo-SMCC en DMA. Se mezclaron entre si sulfo-SMCC y DM1 tiol para que reaccionaran durante 10
minutos a 25 °C en DMA que contenia 40 % v/v de tampén de succinato acuoso 50 mM, EDTA 2 mM, pH 5,0, en una
relaciéon de DM1 con respecto a conector de 1,3:1 equivalente molar y una concentracion final de DM1 de 1,95 mM. A
continuacién, se hizo reaccionar el anticuerpo con una alicuota de la reaccion para dar una relacion de equivalente molar
de SMCC con respecto a Ab de aproximadamente 6,5:1 en condiciones de conjugacion finales de 2,5 mg/ml de Ab en
EPPS 50 mM, pH 8,0 y DMA al 10 % (v/v). Después de aproximadamente 18 horas a 25 °C, la mezcla de reaccion de
conjugacién se purificé usando una columna SEPHADEX™ G25 equilibrada con succinato 10 mM, glicina 250 mM,
sacarosa al 0,5 %, Tween 20 al 0,01 %, pH 5,5.

Tabla 8. Propiedades de los anticuerpos conjugados con DM1

Mo ey i R A 5})&%&'rh"i'é}i't'c'i'"""'""Féﬁ'éé'é'i}'é'r'é"('%)' ..........
g : b

NOV169N31Q 7,0 99,0 76 <2

'NEG0012 : 56 : _
R e
e g —
T T T —
A R i P I

Preparacion de CAF con el conector de SPDB

Se modificaron anticuerpos contra P-cadherina (8 mg/ml) con N-succinimidil 4-(2-piridilditio)butancato (SPDB, exceso
molar de 4,0-4,1 veces) durante 120 minutos a 25 °C en tampén de EPPS 60 mM (pH 8,5) que contenia fosfato de potasio
50 mM, NaCl 50 mM, EDTA2 mM y DMA al 5 %. El Ab modificado sin purificacion se conjugé posteriormente con DM4
(exceso molar de 1,5 veces sobre el conector no unido) a una concentracion final de anticuerpo modificado de 4 mg/ml
en tampén de EPPS 60 mM (pH 8,5) que contenia fosfato potasico 50 mM, NaCl 50 mM, EDTA 2 mM y DMA al 5%
durante 18 horas a 25 °C. La mezcla de reaccién de conjugacion se purificd usando una columna SEPHADEX™ G25
equilibrada y eluida con succinato 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa al 0,5 %, Tween 20 al 0,01 %, pH 5,5.

Tabla 9. Propiedades de los anticuerpos conjugados con DM4

...........................................................................................................................................................................................................................................................

Nombre del clon Exceso de conector §RMA :Monomero (%) \Rendlmlento _Farmaco libre (%)
! (%) :

'32P1o 4,0 318 1956 93 ,

1G12 4,1 1360 96,8 195 :




10

15

20

25

30

35

40

ES 2987 508 T3

............................................................................................................................................................................................................................................................

ENombre del clon §Exceso de conector §RMA gMonémero (%) §Rendimiento EFérmaco libre (%)
z (%) :
13D21 14,0 342 1970 196 1<0,5%

Preparacién de CAF con el CX1-1 Se mezcld el anticuerpo conector NEG0067 (5,0 mg/ml) con DM1 (exceso molar de 7,4
veces con respecto a la cantidad de anticuerpo) y después con CX1-1 (exceso de 5,7 veces con respecto a la cantidad
de anticuerpo). La reaccién se realizé a 25 °C en tampédn de EPPS [4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropanosulfénico] 50 mM
(pH 8,0) que contenia EDTA 2 mM y DMA al 5 % durante aproximadamente 16 horas. La mezcla de reaccion se purifico
después usando una columna SEPHADEX™ G25 equilibrada y se eluyé en succinato 10 mM, glicina 250 mM, sacarosa
al 0,5 %, Tween 20 al 0,01 %, pH 5,5

Tabla 10. Propiedades de NEG0067 conjugado con CX1-1/DM1
ENombre del clon §Exceso de conector ERMA gMonémero (%) §Rendimiento EFérmaco libre (%)
| ‘ | = (%) =

Ejemplo 4: Afinidad por la P-cadherina de los anticuerpos y CAF contra P-cadherina

Se determind la afinidad de diversos anticuerpos y conjugados de anticuerpos y farmacos (en formato Ab-MCC-DM1) por
la P-cadherina y sus ortélogos de especies utilizando tecnologia SPR mediante un instrumento Biacore® T100 (GE
Healthcare, Pittsburgh, PA) o un instrumento Biacore® 2000 (GE Healthcare, Pittsburgh, PA) que utiliza chips sensores
CMS.

En resumen, se utilizé HBS-P* (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, tensioactivo P20 al 0,05 %) complementado con
tampon de blogueo Odyssey® al 2 % (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE) como tampdn de ejecucién para todos los
experimentos en el instrumento Biacore® T100. Se utilizé HBS-P (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, tensioactivo P20
al 0,005 %) complementado con tampon de blogueo Odyssey® al 2 % como tampén de ejecucién para todos los
experimentos en el instrumento Biacore® 2000. Se midieron el nivel de inmovilizacion y las interacciones con el analito
por unidad de respuesta (UR). Se realizaron experimentos piloto para probar y confirmar la viabilidad de la inmovilizacidon
de la proteina A (GE Healthcare, Pittsburgh, PA) y la captura de los anticuerpos de prueba.

Para las mediciones cinéticas, se realizaron experimentos en los que los anticuerpos se capturaron en la superficie del
chip sensor a través de la proteina A inmovilizada y se determind la capacidad de las proteinas P-cadherinas para unirse
en solucién libre. En resumen, se inmovilizaron 28 ug/ml de proteina A a pH 4,5 en un chip sensor CM5 mediante
acoplamiento de amina a un caudal de 10 yl/minuto en dos celdas de flujo hasta alcanzar 2300-3300 UR. A continuacion,
se inyectaron 0,01-0,25 yg/ml de anticuerpos de ensayo a 5 ul/min durante 3 minutos. Los niveles capturados de los
anticuerpos se mantuvieron en general por debajo de 400 UR. Posteriormente, se diluyeron 6,25-100 nM de DEC de P-
cadherina en una serie de diluciones dobles y se inyectaron a un caudal de 40 pl/min durante 2-4 minutos sobre celdas
de flujo de referencia y de ensayo. La tabla 11 de los DEC analizados se enumera a continuacion. La disociacion de la
unién se siguié durante 5 min. Después de cada ciclo de inyeccién, la superficie del chip se regenerd con PBS/guanidina
HCI6 M, pH 7,4 a 100 pl/min durante 45 segundos. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C y los datos de respuesta
se ajustaron globalmente con un modelo de interaccién simple 1:1 usando el programa informatico Biacore T100
Evaluation versién 2.0.3 (GE Healthcare) para obtener estimaciones de la tasa de asociacion (ka), tasa de disociacién (kq)
y afinidad (Kp) en el instrumento Biacore® T100. Los experimentos que se realizaron en el instrumento Biacore® 2000 se
equiparon globalmente con un modelo de interaccion simple 1:1 usando el programa informatico Scrubber 2% version 2.0b
(BioLogic Software) para obtener estimaciones de la tasa de asociacién (ka), tasa de disociacion (kq) y afinidad (Kp)

Tabla 11: Isotipo y fuente de DEC de P-cadherina utilizados en el ensayo de afinidad

Isotipo de DEC ‘Marcador :Fuente
EHumano His 6x C-terminal (SEQ ID NO: 130) ‘NVS
ECyno_1 His 6x C-terminal (SEQ 1D NO: 130) ‘NVS
.Cyno_2 His 6x C-terminal (SEQ ID NO: 130) ‘NVS
\Raton His 6x C-terminal (SEQ ID NO: 130) ‘NVS
‘Rata {His 6x C-terminal (SEQ ID NO: 130) INVS
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La tabla 12 enumera la union al dominio y la afinidad de diversos anticuerpos contra P-cadherina desvelados en |a tabla
1. Como se muestra en la tabla, los anticuerpos NOV169N31Q, NEG0012, NEG0013, NEG0016, NEG0064 y NEG0O067
reaccionaron con la P-cadherina humana a nivel nanomolar y tienen afinidades similares por los probados contra el DEC
de P-cadherina de macaco cangrejero. Todos los anticuerpos reaccionaron de forma cruzada con el de rata excepto
NOV169N31Q.

Tabla 12. Estimaciones de afinidad de anticuerpos anti-P-cadherina y CAF obtenidos contra P-cadherina humana y
ortélogos de especies

............................................................................................................................................................................................................................................................

\ {Estimacion de la afinidad (Kp)

B R R R R

EID del anticuerpo §P-cad humana (nM) §P-cad Cyno_1 (nM) §P-cad Cyno_2 (nM) ;P-cad de rat
f f ,‘ f {(nM)
oA T g s
R T g
N e — B I T
.CAF 31,3 139 37,1 :ND

'NEG0013 :Desnudo 37,3 21,1 17,2 137

§ .CAF 36 ND IND ND

'NEG0016 :Desnudo :60 26,9 33,6 :

‘CAF

R R R R

‘NEG0064 esnudo |

e e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e e e

e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e

NEG0067

Ejemplo 5: Selectividad de NOV169N31Q-MCC-DM1/NOV169N31Q en ensayos bioquimicos

Para examinar el potencial de reactividad cruzada inespecifica de NOV169N31Q-MCC-DM1, se evalué la union de
NOV169N31Q a dos miembros de la familia de cadherinas clasicas estrechamente relacionados con el mayor grado de
identidad de secuencia de aminoacidos en sus DEC correspondientes: E-cadherina (CDH1) o N-cadherina (CDH2).

Para evaluar la especificidad de la unién a P-cadherina frente a E-cadherina y N-cadherina, las placas Maxisorp de 384
pocillos se incubaron durante una noche a 4 °C con DEC de E-cadherina o N-cadherina humana recombinante y se
analizaron fragmentos Fab usando un formato de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Tras el lavado,
las placas se bloguearon durante 2 h con leche desnatada al 5 % en PBST 1x. Se afiadieron lisados de E. coli que
contenian Fab y se permitié la unidén durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Para detectar los fragmentos Fab unidos,
las placas se lavaron 5 veces con TBST y se afiadié el F(ab')2 anti IgG humana de AP a una dilucion de 1/2500. Tras 1 h
a TA, las placas se lavaron 5 veces con TBST y se afiadié el sustrato AttoPhos segun las especificaciones del fabricante.
Las placas se leyeron en un lector de ELISA 5 minutos después de afiadir el sustrato.

Utilizando la metodologia ELISA, no se detecté ninguna unidn significativa a la E-cadherina ni la N-cadherina humana
para el anticuerpo anti-P-cadherina candidato NOV169N31Q.

Ejemplo 6: Selectividad de NOV169N31Q-MCC-DM1/NOV169N31Q en ensayos bioguimicos

Para examinar el potencial de reactividad cruzada inespecifica de NOV169N31Q-MCC-DM1, se evalué la union de
NOV169N31Q a dos miembros de la familia de cadherinas clasicas estrechamente relacionados con el mayor grado de
identidad de secuencia de aminoacidos en sus DEC correspondientes: E-cadherina (CDH1) o N-cadherina (CDH2).

Para evaluar la especificidad de la unién a P-cadherina frente a E-cadherina y N-cadherina, las placas Maxisorp de 384
pocillos se incubaron durante una noche a 4 °C con DEC de E-cadherina o N-cadherina humana recombinante y se
analizaron fragmentos Fab usando un formato de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Tras el lavado,
las placas se bloguearon durante 2 h con leche desnatada al 5 % en PBST 1x. Se afiadieron lisados de E. coli que
contenian Fab y se permitié la unidén durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Para detectar los fragmentos Fab unidos,
las placas se lavaron 5 veces con TBST y se afiadié el F(ab")2 anti IgG humana de AP a una dilucién de 1/2500. Tras 1 h
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a TA, las placas se lavaron 5 veces con TBST y se afiadié el sustrato AttoPhos segun las especificaciones del fabricante.
Las placas se leyeron en un lector de ELISA 5 minutos después de afiadir el sustrato.

Utilizando la metodologia ELISA, no se detecté ninguna unidn significativa a la E-cadherina ni la N-cadherina humana
para el anticuerpo anti-P-cadherina candidato NOV169N31Q.

Ejemplo 7: Evaluacién de la repercusién del NOV169N31Q en la funcién de la P-cadherina

Se realizdé un estudio para evaluar la capacidad del anticuerpo anti-P-cadherina NOV169N31Q (un componente del
conjugado de anticuerpo y farmaco NOV169N31Q-MCC-DM1) para ejercer un efecto funcional sobre la P-cadherina en
un ensayo celular. La P-cadherina es una molécula de adhesién celular homotipica expresada en la superficie celular de
las células cancerosas, por lo que se empled un ensayo de integridad de esferoides utilizando células HCT116 positivas
para P-cadherina y células HT-29 negativas para P-cadherina para evaluar las posibles propiedades antagonistas del
anticuerpo. La lectura de este ensayo es la forma y la rigidez del esferoide, segun lo determinado mediante microscopia
de campo claro y deteccion de fluorescencia del ADN celular con 7-AAD.

Se sembraron células HCT116 (positivas para P-cadherina) o células HT29 (negativas para P-cadherina) a una densidad
de 6000 células por pocillo en placas de fijacion ultrabaja de fondo redondo de 96 pocillos (Corning n.° de cat. 7007), con
o sin Ab de control de isotipo IgG1 humano (10 ug/ml) o NOV169N31Q (10 pg/ml). Las células se colocaron en un agitador
orbital (60 rpm) a 37 °C, CO2 al 5 %. Se afiadié 7-aminoactinomicina D (7-AAD; BD Pharmingen, n.° de cat. 559925) 116
horas después de que las células se sembraran en placas para marcar el ADN celular. Se capturaron imagenes de 7-AAD
en un analizador de células GE IN 2000 utilizando el filtro Texas Red 132 horas después de sembrar las células. Se
tomaron de 7 a 9 pilas de imagenes "z" de cada pocillo y las pilas de imagenes se colapsaron usando el programa IN Cell
Developer Toolbox 1.8.

En la figura 7, NOV169N31Q mostré un efecto pequefio, pero discernible, sobre la adhesién celular mediada por P-
cadherina en células HCT116 que expresan P-cadherina, pero no en células HT29 negativas para P-cadherina, como lo
demuestra la microscopia de campo brillante y el analisis de densidad de esferoides determinado por las imagenes de 7-
AAD (basadas en ADN). Por el contrario, un anticuerpo IgG1 humano de control inespecifico no influyd en la integridad
de los esferoides multicelulares. Por lo tanto, NOV169N31Q puede ser un antagonista parcial de la funcion de la P-
cadherina in vitro y/o in vivo.

Ejemplo 8: Inhibicion por NOV169N31Q-MCC-DM1 de la proliferacion y supervivencia celular

La capacidad del NOV169N31Q-MCC-DM1 para inhibir la proliferacion y supervivencia celular se evalué mediante el
ensayo de proliferacion CellTiterGlo®.

Las estirpes celulares se cultivaron en medios dptimos para su crecimiento en CO2 al 5 %, a 37 °C en una incubadora de
cultivo tisular. Antes de sembrar para el ensayo de proliferacion, las células se dividieron al menos 2 dias antes del ensayo
para garantizar una densidad de crecimiento 6ptima. El dia de la siembra, las células se extrajeron de los matraces de
cultivo tisular utilizando tripsina al 0,25 %. Se determinaron la viabilidad celular y la densidad celular utilizando un contador
celular (Vi-Cell XR Cell Viability Analyser, Beckman Coulter). Se sembraron células con una viabilidad superior al 85 % en
placas de 96 pocillos con fondo transparente y paredes negras (Corning n.° de cat 3904) a una densidad de 2500 células
por pocillo en 50 pl de medio de cultivo convencional. Los pocillos que al borde de las placas se llenaron de PBS para
minimizar los efectos de la evaporacion en los volumenes de los pocillos. Las placas se incubaron a 37 °C en un incubador
de cultivo tisular. Al dia siguiente, se prepararon maitansina libre (L-DM1-Me), NOV169N31Q-MCC-DM1 vy el control de
CAF no dirigido (IgG1-SMCC-DM1) a 2X en medio de cultivo convencional. A continuacién, se afiadieron los tratamientos
farmacolodgicos preparados a las células, lo que dio lugar a concentraciones finales que oscilaban entre 0y 100 nM y un
volumen final de 100 pl por pocillo. Cada concentracion de farmaco se evalud por triplicado. Las placas se incubaron a
37 °C durante una noche o durante 5 dias en una incubadora de cultivo tisular, después de lo cual se evalud la viabilidad
celular mediante la adicion de 100 ul de CellTiter Glo® (Promega, n.° de cat G7573), un reactivo que lisa las células y mide
el contenido total de trifosfato de adenosina (ATP). Las placas se incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente en
un agitador orbital a una velocidad que proporciona una mezcla adecuada durante 3 minutos para inducir la lisis celular.
Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para estabilizar las sefiales luminiscentes antes de
la lectura utilizando un contador de luminiscencia (Wallac 1450 MicroBeta TriLux, Perkin Elmer). Se tomaron recuentos
luminiscentes de células sin tratar el dia después de la siembra (lecturas del dia 0) y después de 5 dias de exposicion al
farmaco (lecturas del dia 5). Como especificacion del ensayo, las lecturas del dia 5 de las células sin tratar se compararon
con las lecturas del dia 0. Se consideraron validos los ensayos con al menos una duplicacidon celular durante el periodo
de incubacion. Para evaluar el efecto de los tratamientos farmacolégicos, se utilizaron recuentos luminiscentes de pocillos
que contenian células sin tratar (100 % de viabilidad) para normalizar las muestras tratadas. Los valores de Clso se
calcularon utilizando el programa informatico Graph Pad Prism 6. Cada estirpe celular se evalué al menos 3 veces y se
muestran valores de CI50 representativos.

El NOV169N31Q-MCC-DM1 tiene una diana promedio de 3,8 moléculas de DM1 unidas a cada anticuerpo (relacién
farmaco/anticuerpo, o0 RFA, de 3,8). Se muestran las curvas de dosis y efecto de 3 estirpes celulares representativas
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(figura 8). Se calcularon las concentraciones de tratamiento necesarias para inhibir el 50 % del crecimiento o la
supervivencia celular (Clso), y los valores representativos de Clso de las estirpes celulares analizadas se resumen en la
tabla 13.

Se demostré que el anticuerpo no conjugado NOV169N31Q no es citotdxico ni proliferativo, mientras que NOV169N31Q-
MCC-DM1 inhibié de manera potente la proliferacién y la supervivencia en estirpes celulares que expresan P-cadherina.
Ninguna de las dos moléculas estaba activa en la estirpe celular HT29 negativa para P-cadherina (figura 8). Por el contrario,
el NOV169N31Q-MCC-DM1 inhibié de manera potente el crecimiento de dos estirpes celulares de cancer de mama,
HCC1954 y HCC70. La tabla 13 resume la actividad de NOV169N31Q-MCC-DM1 en un panel de estirpes celulares. En
comparacién con el CAF de control no dirigido de isotipo coincidente (IgG1-MCC-DM1), el NOV169N31Q-MCC-DM1
mostrdé con frecuencia actividades citotéxicas hacia estirpes celulares que expresan mas de >50.000 copias de P-
cadherina en la superficie celular por célula. Estos estudios indican que el efecto citotéxico de NOV169N31Q-MCC-DM1
se debe al componente de maitansina internalizado del CAF y que NOV169N31Q-MCC-DM1 se dirige especificamente a
las células que sobreexpresan P-cadherina.

Tabla 13: Expresién de P-cadherina y actividad NOV169N31Q-MCC-DM1 en un panel de estirpes celulares de cancer
humano. Valores de Clso (nM) de NOV169N31Q-MCC-DM1 en comparacién con maitansina libre (L-DM1-Me) y CAF de
control de isotipo (IgG1-MCC-DM1) en el panel de estirpes celulares. Se notifican los valores maximos de destruccién
celular para NOV169N31Q-MCC-DM1. Los valores notificados aqui son valores de ensayos individuales que son
representativos de multiples repeticiones.

§CI50 (nM) éDestruccic')n celular§
: i imaxima (%) :
[Estirpe  :Origen Densidad de INOV169N31Q-MCC- L-DM1- 1gG1-MCC- {NOV169N31 Q-MCC-i
celular _antigenos (x1000) :DM1 gMe ;DM1
R y— — T g
'HCC1954 {Mama 80 2,28 10,17 26,68 88
HCC38  Mama 95 5,29 10,09 3510 81
HCC70  :Mama 86 3,23 1023 192,58 69
'HCC1806 ;Mama 68 111,45 1007 10,54 84
BICR6  Cabeza yi70 19,62 10,16 25,34 71
icuello
A431 iPiel 81 21,76 10,06 27,28 83
'HT29  :Colon 0,2 162,94 10,06 64,32 89

Ejemplo 9: Evaluacién in vitro de la actividad ADCC inducida por NOV169N31Q y NOV169N31Q-MCC-DM1

Ademas de su repercusion en la proliferacién, también se evalué la capacidad de NOV169N31Q y NOV169N31Q-MCC-
DM1 para mediar en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

Las células efectoras eran células citoliticas naturales (NK) humanas intactas obtenidas de AllCells, LLC (n.° de catalogo
PB012: células NK PB CD56+ normales nuevas/intactas). Las células diana se obtuvieron de la Coleccién americana de
cultivos tipo (HCC1954 positiva para P-cadherina, HT-29 negativa para P-cadherina) a través de Novartis Cell Services
(NCS). Se extrajeron células diana HCC1954 y HT-29 de recipientes de cultivo tisular usando un tampén de disociacion
celular sin tripsina ("tampén de disociacion celular' de Gibco, n.° de cat. 13151-014), se lavaron 2-3 veces con PBS y se
resuspendieron en medio de cultivo. Las células se contaron manualmente o utilizando un citdémetro automatico. Las
células con >90 % de viabilidad se suspendieron a 1x10° células/ml en medio de cultivo. Las células NK humanas se
lavaron y contaron de la misma manera que las estirpes celulares diana. A continuacidn, se suspendieron las células
efectoras a 1-2x108 células/ml en medio de cultivo celular.

Los tratamientos incluyen el anticuerpo NOV169N31Q, el anticuerpo de control de isotipo coincidente (control de 19G1),
asi como los conjugados de anticuerpos y farmacos NOV169N31Q-MCC-DM1 e 1gG1-SMCC-DM1. Se sembraron 5000
células diana en 50 yl de medio en placas de fondo plano de 96 pocillos (Corning n.° 3603). A continuacion, se afiadieron
los anticuerpos de ensayo y de control a una concentracion final 4X (intervalo de concentracion final de 50 a 0,0001 pg/ml,
ademas de controles sin tratamiento) en 25 ul de medio durante 20 minutos a 37 °C. A continuacién, se afiadieron células
efectoras en una relacién de células efectoras con respecto a diana (E:T) de 5:1 en 25 ul de medio (p. €j., 25.000 células
efectoras por pocillo para una relacion de 5:1). Los tratamientos y controles (solo células diana, solo células efectoras, sin
células) se ejecutaron por triplicado. A continuacion, las placas se centrifugaron a 500 RPM (sin freno) en una centrifuga
para concentrar las células en el fondo de la placa. A continuacion, las placas se incubaron en condiciones normales de
cultivo celular (37 °C, CO2 al 5 %) durante 24 h.
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Después del periodo de incubacion, se retiré el medio de las placas y los pocillos se lavaron con PBS 2-3 veces para
eliminar las células efectoras no adherentes. Se afiadieron 100 ul de Cell Titer Glo (Promega n.° de cat G7570) a cada
pocillo, las placas se protegieron de la luz y se colocaron en un agitador orbital durante 2 minutos. A continuacién, se
leyeron las placas en un contador de luminiscencia (Wallac Trilux MicroBeta 1450). La sefial detectada por el contador de
luminiscencia es directamente proporcional a la cantidad de ATP o el numero de células que quedan en los pocillos.
Utilizando los pocillos de control como punto de referencia, se puede determinar el nimero de células viables para cada
tratamiento como porcentaje del control sin tratar.

El NOV169N31Q-MCC-DM1 y el NOV169N31Q demostraron una capacidad para mediar en la actividad ADCC contra
células que sobreexpresan P-cadherina en presencia de células citoliticas naturales (NK) humanas in vitro de manera
dependiente de la dosis (figura 9). Se descubrié que esta actividad era especifica de P-cadherina, ya que un control de
isotipo coincidente tanto para el anticuerpo como para el CAF no demostré una destruccion celular significativa. Ni el
NOV169N31Q ni el NOV169N31Q-MCC-DM1 muestran ninguna induccién de ADCC en la estirpe celular HT-29 negativa
para P-cadherina, lo que también indica un efecto especifico del anticuerpo y el conjugado de anticuerpo y farmaco. Por
lo tanto, ademas de la administracién de carga citotdxica a las células tumorales, la ADCC representa otro mecanismo
potencial de accion de NOV169N31Q-MCC-DM1 para destruir células tumorales in vivo.

Ejemplo 10: Modulacién de marcadores farmacodinamicos in vivo en la diana mediante CAF anti-P-cadherina

Se realizé un estudio para evaluar la capacidad del CAF de P-cadherina NOV169N31Q-MCC-DM1 para modular un
marcador farmacodinamico de detencién en G2/M [acumulacion de células con fosfohistona H3 (pHH3)] in vivo. El objetivo
era evaluar el grado y la duracion de la detencién del ciclo celular G2/M en tumores de ratones tratados con NOV169N31Q-
MCC-DM1, un CAF de control de isotipo o vehiculo solo.

Para medir la acumulacion de nucleos positivos para pHH3, segun lo evaluado por inmunohistoquimica, se obtuvo un
anticuerpo policlonal de conejo producido al inmunizar animales con un fosfopéptido sintético correspondiente a los restos
que rodean Ser10 fosforilado de la histona H3 humana (pHH3) de Cell Signaling Technology (Danvers, MA, n.° de cat
9701). En resumen, el protocolo de IHC incluy6 calor y exposicidon convencional al reactivo de recuperacién de antigeno
Ventana Cell Conditioning n.° 1. El anticuerpo primario se diluyé a 1:50 y se incubé durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizd una incubacion con anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo de
Jackson ImmunoResearch Laboratories (n.° de cat 111-065-144, West Grove, PA) durante 32 minutos.

Para evaluar los cambios en los marcadores PD inducidos por CAF anti-P-cadherina en el modelo de cancer de mama
triple negativo HCC70 en un modelo de xenoinjerto de tumor subcutaneo, se implantaron en ratonas SCID-beige por via
subcutanea 10x10° células en una suspensién que contenia 50 % de Matrigel™ (BD Biosciences) en solucion salina
equilibrada de Hank.

El volumen total de inyeccion que contenia células en suspensién fue de 200 ul. Los ratones se asignaron aleatoriamente
para recibir una Unica dosis intravenosa (IV) de NOV169N31Q-MCC-DM1 (10 mg/kg), control de isotipo 1gG1-MCC-DMA1
inespecifico (10 mg/kg) o control de vehiculo vacio (histidina 20 mM, sacarosa 8,22 %, PS-20 0,02 %, pH 5,6) una vez
que los tumores promediaron ~130 mm3 (n=3/grupo). Los tumores se recogieron en puntos temporales hasta 21 dias
después de la dosis. Como medida de |la respuesta PD, se realizé una evaluacion cualitativa de los niveles de fosfohistona
H3 (pHH3) mediante tinciéon inmunohistoquimica descrita anteriormente.

En la figura 10, de acuerdo con el mecanismo de accion esperado de la carga util de maitansinoide, aunque se detectd
alguna tincion de inmunotincion con fosfohistona H3 basal en los tumores tratados con vehiculo, estos niveles se elevaron
después del tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1, particularmente entre los dias 2-7 después de la dosis. Estos
datos demuestran que el NOV169N31Q-MCC-DM1 es capaz de inducir una respuesta PD celular sélida en xenoinjertos
tumorales, coherente con el mecanismo de accién de la carga util de maitansinoide.

Ejemplo 11: Eficacia in vivo de los CAF anti-P-cadherina contra el modelo de cancer de mama triple negativo
(TNBC) HCC70 en ratones (deteccién de la eficacia del CAF)

En los canceres de mama, la P-cadherina tiene con frecuencia una alta expresion, como lo ilustra la estirpe celular HCC70
con aproximadamente 66.000 receptores en la superficie de cada célula. Se muestra una fotografia representativa de la
inmunotincién con P-cadherina en tumores HCC70 para visualizar el patron de tincién en este modelo de xenoinjerto
(figura 11A). La IHC se realizé utilizando un aparato de tincion automatic Ventana Discovery XT. Se desparafinaron
secciones de tumores fijados con formalina e incluidos en parafina, se trataron con el reactivo de recuperacion de antigeno
Ventana Cell Conditioning n.° 1 (CCIS) y después se incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente en el
anticuerpo primario [anticuerpo monoclonal de ratén anti-P-cad humana de BD Transduction Lab (n.° de cat 610228, lote
09934)] en una concentracion de 10 ug/ml. A esto le siguid la incubacion con un antirratén de cabra biotinilado (Jackson
Laboratories, n.° de cat 115-066-072, n.° de lote 63620) utilizado en una concentracidon de trabajo de 1:250. La deteccion
se realiz6 utilizando el kit DAB Map (Ventana Medical, n.° de cat 760-124). Se us6 un anticuerpo 1gG de ratén inespecifico
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(Vector Laboratories n.° de cat 1-2000, n.° de lote V0610) como control para garantizar que la tincién observada con el
anticuerpo contra P-cadherina fuera especifica.

Cuando los tumores alcanzaron ~215 mm?, los ratones se asignaron al azar seguin el volumen del tumor a grupos de
tratamiento (n = 8/grupo) y se les administré una Unica dosis i.v. de vehiculo 0 7 mg/kg de CAF. Se seleccioné el nivel de
dosis de 7 mg/kg porgque se esperaba que proporcionara una ventana para discernir diferencias entre los candidatos a
CAF en este modelo. Las dosis se ajustaron al peso corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue
de 8 ml/kg.

Los volumenes tumorales medios en los grupos tratados con NEG0012-MCC-DM1 y NOV169N31Q-MCC-DM1 fueron
significativamente diferentes del grupo de control hulgG1-MCC-DM1 con isotipo coincidente el dia 42 (ANOVA
unidireccional, método de Dunn, p = 0,05). Los otros grupos tratados con candidatos a CAF no mostraron voliumenes
tumorales estadisticamente diferentes en comparacién con los controles (figura 11B). Esto destacé a NEG0012-MCC-
DM1 y NOV169N31Q-MCC-DM1 como candidatos principales a CAF. No se observo una pérdida significativa de peso
corporal en ningln grupo.

Ejemplo 12: Eficacia in vivo dependiente de la dosis de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra el modelo de cancer de
mama triple negativo (TNBC) HCC70 en ratones

Se demostrd que la estirpe celular HCC70 con aproximadamente 66.000 receptores en la superficie de cada célula es
sensible a NOV169N31Q-MCC-DM1 in vitro. Para demostrar la actividad antitumoral dirigida por NOV169N31Q-MCC-
DM1 en el modelo HCC70, se administré un unico tratamiento i.v. de 2,5, 5, 10y 15 mg/kg 0 10 mg/kg de NOV169N31Q-
MCC-DM1 o control de isotipo inespecifico 1IgG1-MCC-DM1. Los tumores HCC70 se establecieron en ratonas SCID
mediante inyeccién subcutanea de 10 x 108 células en el flanco derecho de cada ratén. Cuando los tumores alcanzaron
~143 mm3, los ratones se distribuyeron aleatoriamente segln el volumen tumoral en grupos de tratamiento (n = 9). Todos
los agentes de prueba se administraron a los niveles de dosis y programas indicados y las dosis se ajustaron al peso
corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue de 5 ml/kg.

El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 dio lugar a una eficacia antitumoral proporcional a la dosis, con valores
de %AT/AC del 48 % (2,5 mg/kg), 1 % (5 mg/kg), mientras que las dosis de 10 y 15 mg/kg dieron lugar a una regresion
media del 64 % y el 61 %, respectivamente. La eficacia maxima se alcanzd con 10 mg/kg. Los grupos de 5, 10y 15 mg/kg
resultaron estadisticamente diferentes del tratamiento con vehiculo (P<0,05, ANOVA por rangos/método de Dunn, dia 59).
Los niveles de dosis de 10y 15 mg/kg provocaron regresiones tumorales duraderas en ratones que duraron hasta 86 dias
después del tratamiento, cuando finalizé el estudio.

Todos los agentes de prueba fueron tolerados en el estudio y no se observaron sintomas clinicos evidentes de toxicidad
en ninguno de los grupos de tratamiento, como se esperaba para un CAF que no se une a la P-cadherina de ratén. En
todos los grupos, se observé un aumento de peso corporal en comparacién con los pesos corporales medios en el
momento de la aleatorizacién y fue similar al de los ratones tratados con vehiculo, como se esperaba para un CAF que
no se une a P-cadherina de raton (figura 12 y tabla 14).

Tabla 14: Eficacia de respuesta a la dosis de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de cdncer de mama
HCC70 el dia 59. El efecto del tratamiento sobre los volumenes tumorales y los pesos corporales se presenta como
medias + EEM. El experimento se evalué el dia de tratamiento 59. *p<0,001 frente a vehiculo (ANOVA por rangos
unidireccional de Kruskal-Wallis/método de Dunn). % AT/AC = 100 AT/AC donde: AT = volumen tumoral medio del grupo
tratado con el farmaco el dia 21 del estudio - volumen tumoral medio del grupo tratado con el farmaco el dia inicial de la
dosificacion; AC = volumen tumoral medio del grupo de control el dia 21 del estudio - volumen tumoral medio del grupo
de control el dia inicial de la dosificacion. % de regresién = 1 - Tfinal Tinicial) * 100

! : §Respuesta tumoral ;Respuesta del anfitrién
ECompuesto EDosis, cronograma gAT/AC (%) §Regresic')n (%) A peso corporal §Supervivencia
(%) (vivos/totales)
\Vehiculo :Ninguna, dosis tnica 100 1,1+ 16 9/9
1gG1-MCC-DM1 110 mg/kg, dosis unica {119 110,917 9/9
\§NOV169N31Q-MCC- i2,5 mg/kg, dosis Unica {48 - §10,2 +25 19/9
ENOV169N31Q-MCC- 5 mg/kg, dosis Unica 1* - 12,0+24 §8/9
\§NOV169N31Q-MCC- 10 mg/kg, dosis Unica |- -64* 99 +273 i9/9

.DM1 : : | :
ENOV169N31Q-MCC- 15 mg/kg, dosis Unica - -61* 88 +19 §9/9

‘DM1 : : : |
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Ejemplo 13: Eficacia in vivo de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra el modelo de cancer de mama HCC1954 en ratones

Para demostrar la eficacia en un modelo adicional de cancer de mama, se evalué la actividad de NOV169N31Q-MCC-
DM1 en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama de tipo basal (Her2+) HCC1954 en ratones SCID-beige. El modelo
HCC1954 se selecciond en funcién de la expresion de P-cadherina (84.000 receptores/célula) y la sensibilidad a
NOV169N31Q-MCC-DM1 in vitro. Se realizé inmunohistoquimica para confirmar los niveles de proteina P-cadherina
tumoral en tumores HCC70 como se ha descrito anteriormente (figura 13A).

Cuando los tumores alcanzaron ~150 mm3, los ratones se asignaron al azar segun el volumen del tumor a grupos de
tratamiento (n = 9/grupo) y se les administré una Unica dosis i.v. de vehiculo o 10 mg/kg de 1gG1-MCC-DM1 o
NOV169N31Q-MCC-DM1. Las dosis se ajustaron al peso corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v.
fue de 5 ml/kg.

El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 dio lugar a una regresiéon del 56 % de los tumores HCC1954, que fue
duradera hasta el dia 55 (frente al vehiculo o IgG1-MCC-DM1, p<0,05, ANOVA por rangos unidireccional de Kruskal-
Wallis/método de Dunn). La eficacia de IgG1-MCC-DM1 fue un %AT/AC del 75 % y no fue significativamente diferente del
vehiculo (p>0,05). Todos los agentes de prueba fueron tolerados en el estudio y no se observaron sintomas clinicos
evidentes de toxicidad en ninguno de los grupos de tratamiento (figura 13B y tabla 15A).

Tabla 15A: Eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC1954 el dia 31. El
efecto del tratamiento sobre los volumenes tumorales y los pesos corporales se presenta como medias + EEM. El
experimento se evalud el dia de tratamiento 31. *p<0,001 frente a vehiculo (ANOVA por rangos unidireccional de Kruskal-
Wallis/método de Dunn).

; ‘ 'Respuesta tumoral \Respuesta del anfitrion
EAgente de prueba éDosis, cronograma ;AT/AC  {Regresién éAVqumen tumoral {Apeso Supervivencia
(%) (%) ;(mms) corporal (%) i(vivosftotales)
EVehicqu :Ninguna,  dosis {100 - 1289 £ 49 41+16 9/9

En otro ejemplo, se evalué la actividad de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama de
tipo basal (Her2+) HCC1954 en ratones SCID. El modelo HCC1954 se seleccion6 en funcién de la expresion de P-
cadherina (84.000 receptores/célula) y la sensibilidad a NOV169N31Q-MCC-DM1 in vitro. Cuando los tumores alcanzaron
~190 mm3, los ratones se asignaron al azar segln el volumen del tumor a grupos de tratamiento (n = 5/grupo) y se les
administraron dos dosis (proporcionadas el dia 0 y el dia 7) i.v. de vehiculo, 15 mg/kg de NOV169N31Q o 15 mg/kg de
NOV169N31Q-MCC-DM1. Las dosis se ajustaron al peso corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v.
fue de 10 ml/kg. El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 dio lugar a una regresién del 100 % de los tumores
HCC1954, que fue duradera hasta el final del estudio el dia 56 (frente al vehiculo, p<0,05, ANOVA por rangos
unidireccional de Kruskal-Wallis/método de Dunn, figura 13C). La eficacia de NOV169N31Q fue un %AT/AC del 121,4 %
y no fue significativamente diferente del vehiculo (p>0,05). Todos los agentes de prueba fueron tolerados en el estudio y
no se observaron sintomas clinicos evidentes de toxicidad en ninguno de los grupos de tratamiento (figura 13D y tabla
15B).

TABLA 15B: Eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC1954 el dia 56.
El efecto del tratamiento sobre los volumenes tumorales y los pesos corporales se presenta como medias + EEM. El
experimento se evalué el dia de tratamiento 56. *p<0,05 frente a vehiculo (ANOVA por rangos unidireccional de Kruskal-
Wallis/método de Dunn).

: : gRespuesta tumoral §Respuesta del anfitrién
EAgente de prueba éDosis, cronograma gAT/AC gRegresic')n AVolumen tumoral {Apeso Supervivencia
§(%) §(%) .(mm3) corporal (%) i(vivos/totales)
\Vehiculo \Ninguna, dias0y 7100 - 1925 £ 147 8,4£1,0 505
ENOV169N31Q ;5 mg/kg, dias 0y §121,4 1123 £ 134 9,9+17 5/5
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{AVolumen tumora x i
‘(mm ) corporal (%) (vwos/totales)

....................................................................................................................................

192+ 9 9o+o7 §5/5

INOVAB9N31G-MCC- 15 mikg, dias 0 Y 1-20,8
DM1 7

Ejemplo 14: Eficacia in vivo de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra el modelo de cancer de cabeza y cuello BICR6
{carcinoma de células escamosas de hipofaringe) en ratones

Se realizd una evaluacién de la eficacia del NOV169N31Q-MCC-DM1 en la estirpe celular BICR6 basandose en su
expresion de P-cadherina de 70.000 receptores/célula y sensibilidad a NOV169N31Q-MCC-DM1 in vitro. Se realizo
inmunohistoquimica para confirmar los niveles de P-cadherina tumoral en tumores BICR6 como se ha descrito
anteriormente, donde el 82 % de las células tumorales tifien al menos 2+ para P-cadherina (figura 14A).

Los tumores BICRB se establecieron en ratonas SCID-beige mediante injerto subcutaneo de 5 x 10° células tumorales en
el flanco derecho de cada ratéon. Cuando los tumores alcanzaron ~130 mm3, los ratones se asignaron al azar segun el
volumen del tumor a grupos de tratamiento (n = 10/grupo) y se les administré una dosis i.v. de vehiculo o 10 mg/kg de
19G1-MCC-DM1 0 NOV169N31Q-MCC-DM1 proporcionados cada 7 dias (c7dx2). Las dosis se ajustaron al peso corporal
de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue de 5 ml/kg.

El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 dio lugar a una regresion tumoral maxima del 37 % (el dia 26 del estudio).
En general, la respuesta tumoral de estasis fue duradera con NOV169N31Q-MCC-DM1 (AT/AC 1 %, p < 0,05, ANOVA
por rangos unidireccional de Kruskal-Wallis/prueba de Tukey) hasta 42 dias después de la dosificacion. Todos los agentes
de prueba fueron tolerados en el estudio y no se observaron sintomas clinicos evidentes de toxicidad en ninguno de los
grupos de tratamiento (figura 14B y tabla 16).

Tabla 16: Eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de carcinoma de células escamosas humano
BICR®6 de la hipofaringe (cabeza y cuello) el dia 42. El efecto del tratamiento sobre los volUmenes tumorales y los pesos
corporales se presenta como medias + EEM. El experimento se evalué el dia de tratamiento 42. *p<0,05 frente a vehiculo
(ANOVA por rangos un|d|re00|onal de Kruskal Wallis/prueba de Tukey).

: Respuesta tumoral Respuesta del anfitrién
EAgente de prueba éDosis, gAT/AC éRegreS|on éAVqumen tumoral : Apeso §SuperV|vencia
gcronograma §(%) (%) ;(mm ) :corporal (%) g(vivos/totales)
\Vehiculo \Ninguna, c2sx 2100 - 1386 + 90 7614 110/10
1gG1-MCC-DM1 §;o mgrkg, c2s x 136 §526 + 96 89+ 1,1 110/10
Egmmgmm-mcc- ;o mg/kg, c2s x 1 520 §7,4 +23 §10/1o

Ejemplo 15: Eficacia in vivo de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra el modelo de cancer de vejiga scaBER en ratones

La actividad antitumoral de NOV169N31Q-MCC-DM1 se evalué en un modelo de xenoinjerto de cancer de vejiga urinaria
scaBER, seleccionado en funcién de su expresién de P-cadherina de 63.000 receptores/célula y sensibilidad a
NOV169N31Q-MCC-DM1 in vitro. Se realizd inmunohistoquimica para confirmar los niveles de P-cadherina tumoral en
tumores scaBER, que muestran aproximadamente el 52 % de las células tumorales teflidas al menos 2+. (Figura 15A).

Los tumores scaBER se establecieron en ratonas SCID-beige mediante injerto subcutaneo de fragmentos tumorales en
el flanco derecho de cada raton. Cuando los tumores alcanzaron ~130 mm?, los ratones se asignaron al azar segun el
volumen del tumor a grupos de tratamiento (n = 10/grupo) y se les administré una dosis i.v. de vehiculo o 10 mg/kg de
19G1-MCC-DM1 o NOV169N31Q-MCC-DM1 proporcionados dos veces, con dos semanas de diferencia (¢2s x 2). Las
dosis se ajustaron al peso corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue de 5 ml/kg.

El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 dio lugar a un AT/AC del 18 % (frente a vehiculo o0 IgG1-MCC-DM1, p<0,05,
ANOVA/prueba de Tukey, dia 35). La eficacia de 1gG1-MCC-DM1 fue un AT/AC del 86 % y no fue significativamente
diferente del vehiculo (p>0,05). Todos los agentes de prueba fueron tolerados en el estudio y no se observaron sintomas
clinicos evidentes de toxicidad en ninguno de los grupos de tratamiento (figura 15B y tabla 17).

Tabla 17: Eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de carcinoma escamoso de vejiga urinaria
humana scaBER el dia 42. El efecto del tratamiento sobre los volumenes tumorales y los pesos corporales se presenta
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como medias £ EEM. El experimento se evalué el dia de tratamiento 42. *p<0,001 frente a vehiculo (ANOVA por rangos
un|d|re00|onal de Kruskal-Wallis/prueba de Tukey).

Respuesta tumoral

gRespuesta del anfitrion

§Agente de prueba Dosis, AT/AC §RegreS|on éAVqumen tumoral gApeso Supervivencia
cronograma ‘(%) §(%) ;(mm3) gcorporal (%) ‘(vivos/totales)
‘Vehiculo Ninguna, c2s x 100 : 1279 + 67 56+1,9 10/10

2

EIgG1—MCC—DM1 10 mg/kg, c2s x 3239 + 56 49 +1,8 10/10

N V169N3 1Q-MCC- {10 mg/kg, ¢2s x
EDM1 2

Ejemplo 16: Eficacia in vivo de NOV169N31Q-MCC-DM1 contra el modelo de cancer de eséfago ES2267 HuPrime®
en ratones

La actividad antitumoral de NOV169N31Q-MCC-DM1 se evalud en el modelo de xenoinjerto de cancer de eséfago ES2267
que expresa P-cadherina. Se implantaron fragmentos de tumor por via subcutanea en el flanco derecho de cada ratona
BALB/c desnuda. Cuando los tumores alcanzaron ~154 mm3, los ratones se distribuyeron aleatoriamente en consecuencia
en los grupos de tratamiento (n = 5). NOV169N31Q-MCC-DM1 o el control de isotipo no especifico humanizado 3207-
MCC-DM1 dosificado a 10 mg/kg se administraron por via i.v. los dias 0 y 13 después de la aleatorizacion. Las dosis se
ajustaron al peso corporal de los ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue de 10 ml/kg.

El tratamiento con NOV169N31Q-MCC-DM1 a 10 mg/kg dio lugar a eficacia antitumoral en comparacién con el vehiculo
con una media de regresion del 58 % el dia 21. Ademas, no se observé eficacia antitumoral significativa después del
tratamiento con el control de isotipo inespecifico IgG1-MCC-DM1 a 10 mg/kg. El dia 21 y el ultimo dia del estudio (dia 53),
el NOV169N31Q-MCC-DM1 resultd estadisticamente diferente de los grupos tratados con vehiculo y control de isotipo
|gG1-MCC-DM1 (P<0,05, ANOVA/método de Holm-Sidak, dia 21). Todos los agentes de prueba fueron bien tolerados y
no se observd pérdida de peso en ninguno de los grupos de tratamiento, como se esperaba para un CAF que no se une
a la P-cadherina de ratén (figura 16 y tabla 18).

Tabla 18: Eficacia de NOV169N31Q-MCC-DM1 en el modelo de xenoinjerto de cancer de esdfago ES2267 HuPrime® el
dia 21 (regresion tumoral maxima después de la dosis). El efecto del tratamiento sobre los volumenes tumorales y los
pesos corporales se presenta como medias £ EEM. El experimento se evalué el dia 21 del tratamiento, cuando los tumores
con NOV169N31Q-MCC-DM1 alcanzaron su maxima regresion después del tratamiento. *p = 0,014 frente al vehiculo
(ANOVA de rangos un|d|re00|onaI/metodo de Holm-Sidak).

.......................................................................................................... RespuestatumoralRespuestadel
‘anfitrion H

ECompuesto DOSIS via, horario Tamafio tumoral (mm3AT/AC Regresion §Supervivencia

j +/- EEM) (%) (%) g(vivos/totales)

EVehicqu O mg/kg, i.v., dias 0y 13 {361+ 48 100 - f5/5

'§NOV169N31Q MCC- 10 mg/kg, i.v., dias 0y 13166 + 24 43 58* §5/5

§DM1 _ :

IgG1 MCC-DM1 10 mg/kg, i.v., dias 0y 13 1267 + 54 55 - i5/5

Eiemplo 17: Comparacion de la eficacia de NEG0067 conjugado con DM1 usando dos conectores (MCC v CX1-1)
en el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC70

Se utilizé el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC70 para comparar la eficacia antitumoral de un anticuerpo
anti-P-cadherina NEGO067 conjugado con DM1 utilizando los conectores MCC frente a CX-1-1. Cuando los tumores
alcanzaron ~215 mm3, los ratones se asignaron al azar segun el volumen del tumor a grupos de tratamiento (n = 8/grupo)
y se les administré una Unica dosis i.v. de vehiculo o 7 mg/kg de CAF. Las dosis se ajustaron al peso corporal de los
ratones individuales. El volumen de la dosis i.v. fue de 8 ml/kg.

El volumen medio del tumor en el grupo NEG0067-CX1-1-DM1 fue significativamente diferente al del grupo de control
|gG1-CX1-1-DM1 (ANOVA unidireccional; método de Dunn, p = 0,05), mientras que NEG0067-MCC-DM1 no fue
estadisticamente diferente de 1IgG1-MCC-DM1. Sin embargo, hubo una tendencia hacia una mayor actividad en el grupo
tratado con 1gG1-CX1-1-DM1 en comparacion con el grupo tratado con hulgG1-MCC-DM1 (figura 17).
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Ejemplo 18: Evaluaciéon de la eficacia de los CAF anti-P-cadherina derivados de hibridoma murino conjugados

usando la carga util con conector SPDB-DM4 (conector escindible) en el modelo de xenoinjerto de cancer de

mama HCC70

Se utilizd el modelo de xenoinjerto de cancer de mama HCC70 para comparar la eficacia antitumoral de 3 CAF derivados
de hibridoma murino utilizando la carga util con conector SBDB-DM4. Cuando los tumores alcanzaron ~150 mm?3, los
ratones se asignaron al azar segun el volumen del tumor a grupos de tratamiento (n = 10/grupo) y se les administré una
Unica dosis i.v. de vehiculo 0 5 mg/kg de CAF. Las dosis se ajustaron al peso corporal de los ratones individuales.

Una dosis Unica de 5 mg/kg de los tres CAF unidos a SPDB-DM4 indujo significativamente regresiones tumorales
duraderas (p < 0,05), con cierta recidiva del tumor en el grupo tratado con 2P10-SPDB-DM4. Los tumores permanecieron
completamente en regresién en los grupos tratados con 1G12-SPDB-DM4 o 3D21-SPDB-DM4 (figura 18).

Ejemplo 19: Formulacién de CAF

La formulacién para investigacién clinica (CSF) del CAF NOV169N31Q-MCC-DM1 es un liofilizado en vial que contiene
50 mg de NOV169N31Q-MCC-DM1. Después de la reconstitucién del liofilizado con 5 ml de agua para inyeccion, se
obtiene una solucidon que contiene 10 mg/ml de NOV169N31Q-MCC-DM1, L-histidina/clorhidrato de L-histidina
monohidrato 20 mM, sacarosa 240 mM y polisorbato 20 al 0,02 % a un pH de 5,3.

Para la administracidn intravenosa posterior, la solucidn obtenida habitualmente se diluird aln mas en una solucion
portadora para obtener la solucién de CAF para infusion lista para usar.

Para la CSF, se eligié una concentracién de CAF de 10 mg/ml. Se selecciond una concentracién de sacarosa de 240 mM
para crear una formulacion isoténica, con el fin de mantener una estructura de torta de liofilizado amorfa y lograr la
estabilizacion de proteinas.

Los métodos analiticos indicadores de estabilidad importantes para seleccionar la formulacion mas estable abarcaron,
entre otros, la cromatografia de exclusion por tamafio para determinar los niveles de agregacién, las pruebas de particulas
subvisibles, la determinacién de toxinas libres y las pruebas de potencia. El estudio de preseleccion mostré que el
polisorbato 20 en una concentracion del 0,02 % proporciona suficiente estabilizacién contra la tension mecanica. Los
estudios de estabilidad liquida vy liofilizada en tiempo real y las condiciones de estabilidad aceleradas (25 °C y 40 °C)
demostraron que una formulacién a base de histidina a un valor de pH entre 5,0 y 5,5 proporciona la mejor estabilidad
general en almacenamiento. Cabe destacar que en este intervalo se pudieron alcanzar los equilibrios de todas las
formulaciones probadas entre agregacion y liberacidon de la toxina libre. Un estudio de estabilidad de dos meses a 25 °C
y 40 °C demostrd niveles muy bajos de productos de agregacién y degradacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a P-cadherina que comprende una regidn variable
de cadena pesada que comprende una CDR1 VH de la SEQ ID NO: 1, una CDR2 VH de la SEQ ID NO: 2 y una CDR3
VH de la SEQ ID NO: 3, en donde la CDR se define de acuerdo con la definicidn de Kabat; y una regién variable de cadena
ligera que comprende una CDR1 VL de la SEQ ID NO: 11, una CDR2 VL de la SEQ ID NO: 12 y una CDR3 VL de la SEQ
ID NO: 13, en donde la CDR se define de acuerdo con la definicién de Kabat.

2. Un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une a P-cadherina que comprende una regién variable
de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 y una region variable de cadena
ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17.

3. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une a P-cadherina que comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9y una cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 19.

4. Un conjugado de anticuerpo y farmaco que comprende la formula
Ab-(L-(D)m)n
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;
L es un conector;
D es una porcion farmacologica;
m es un numero enteroentre 1y 8,y
n es un numero entero entre 1y 10.

5. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacién 4, en donde m es 1.
6. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacién 4, en donde nes 3 0 4.

7. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-6, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

8. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en donde dicho conector se
selecciona del grupo que consiste en un conector escindible, un conector no escindible, un conector hidréfilo, un conector
procargado y un conector basado en el acido dicarboxilico.

9. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacién 8, en donde el conector procede de un reactivo de reticulacién
seleccionado del grupo que consiste en N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), N-succinimidil 4-(2-
piridilditio)pentanoato (SPP), N-succinimidil-4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB), N-succinimidil 4-(2-piridilditio)-2-sulfo-
butanoato (sulfo-SPDB), N-succinimidil yodoacetato (SIA), N-succinimidil (4-yodoacetil)aminobenzoato (SIAB), maleimida
PEG NHS, N-succinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), N-sulfosuccinimidil 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (sulfo-SMCC) y 2,5-dioxopirrolidin-1-il 17-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-
5,8,11,14-tetraoxo-4,7,10,13-tetraazaheptadecan-1-oato (CX1-1).

10. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacién 9, en donde dicho conector deriva de reactivos de
reticulacion seleccionados del grupo que consiste en N-succinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), N-
succinimidil 4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB) y 2,5-dioxopirrolidin-1-il 17-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-5,8,11,14-
tetraoxo-4,7,10,13-tetraazaheptadecan-1-oato (CX1-1).

11. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-10, en donde dicha porcion
farmacoldgica se selecciona de un grupo que consiste en un inhibidor de la V-ATPasa, un agente proapoptético, un
inhibidor de Bcl2, un inhibidor de MCLA1, un inhibidor de HSP90, un inhibidor de IAP, un inhibidor de mTor, un estabilizador
de microtubulos, un desestabilizador de microtibulos, una auristatina, una dolastatina, un maitansinoide, una MetAP
(metionina aminopeptidasa), un inhibidor de la exportacion nuclear de proteinas CRM1, un inhibidor de DPPIV, inhibidores
de proteasomas, inhibidores de reacciones de transferencia de fosforilo en las mitocondrias, un inhibidor de la sintesis de
proteinas, un inhibidor de cinasas, un inhibidor de CDK2, un inhibidor de CDK®, un inhibidor de cinesina, un inhibidor de
HDAC, un agente que dafia el ADN, un agente alquilante de ADN, un intercalante de ADN, un agente de unién al surco
menor del ADN y un inhibidor de DHFR.

12. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacion 11, en donde el agente citotoxico es un maitansinoide.

13. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacién 12, en donde el maitansinoide es N(2')-desacetil-N(2")-(3-
mercapto-1-oxopropil)-maitansina (DM1) o N(2')-desacetil-N2-(4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)-maitansina (DM4).

14. El conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacion 4 que tiene la siguiente férmula:
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a

en donde el Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una CDR1 de cadena pesada
de la SEQ ID NO: 1, una CDR2 de cadena pesada de la SEQ ID NO: 2, una CDR3 de cadena pesada de la SEQ ID NO:
3y una CDR1 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 11, una CDR2 de cadena ligera de la SEQ ID NO: 12, una CDR3 de
cadena ligera de la SEQ ID NO: 13, en donde la CDR se define de acuerdo con la definicién de Kabat; y n es de 1 a 10;
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15. Una composicidn farmacéutica que comprende el anticuerpo, o fragmento de unidén a antigeno del mismo, de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

16. Una composicidn farmacéutica que comprende el conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las
reivindicaciones 4-14 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

17. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 15 0 16, en donde dicha composicidn se prepara como un liofilizado.

18. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 17, en donde dicho liofilizado comprende el anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3 o el conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones
4-14, histidina, sacarosa y polisorbato 20.

19. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 18, en donde la composicion comprende aproximadamente 10 mg/ml
del conjugado de anticuerpo y farmaco de la reivindicacidon 14, histidina 20 mM, sacarosa 240 mM y polisorbato 20 al
0,02 %.

20. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-14 o la composicién farmacéutica
de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19 para su uso como un medicamento.

21. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-14 o la composicién farmacéutica
de cualquiera de las reivindicaciones 15-19 para su uso en el tratamiento del cancer en un paciente que lo necesite.

22. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-14 para su uso segun la
reivindicacion 21 o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19 para su uso segun la
reivindicacion 21, en donde el cancer expresa P-cadherina.

23. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-14 para su uso segun la
reivindicacion 22 o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19 para su uso segun la
reivindicacion 22, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en carcinoma adrenocortical, cancer de vejiga,
cancer de hueso, cancer de mama, teratomas/tumores rabdoides atipicos del sistema nervioso central, cancer de colon,
cancer colorrectal, tumores embrionarios, cancer de endometrio, cancer de eséfago, cancer gastrico, cancer de cabezay
cuello, cancer hepatocelular, sarcoma de Kaposi, cancer de higado, cancer de pulmén, incluido el cancer microcitico de
pulmon y el cancer no microcitico de pulmdn, cancer de ovario, cancer de recto, rabdomiosarcoma, cancer de intestino
delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, cancer escamoso de cuello, cancer de estémago,
cancer de Utero, cancer de vagina y cancer de vulva.

24. El conjugado de anticuerpo y farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 4-14 para su uso segun la
reivindicacion 23 o la composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 15-19 para su uso segun la
reivindicacion 23, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de vejiga, de mama, de colon,
colorrectal, de endometrio, de es6fago, gastrico, de cabeza y cuello, de pulmén y de ovario.

25. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde dicho anticuerpo
es un anticuerpo humano o humanizado, o un anticuerpo monoclonal, o donde dicho fragmento de unién a antigeno es
un anticuerpo monocatenario (scFv).
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26. Un acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones
1-3 025.

27. El acido nucleico de la reivindicacién 26, en donde el acido nucleico comprende la secuencia de nucleétidos de las
SEQ ID NO: 8, 18, 10 0 20.

28. Un vector que comprende el acido nucleico de la reivindicacion 26 o 27.

29. Una célula hospedadora que comprende el vector segun la reivindicacién 28 o el acido nucleico segun la reivindicacién
26 0 27.

30. Un proceso para producir un anticuerpo o fragmento de union a antigeno que comprende cultivar la célula hospedadora
de la reivindicacién 29 y recuperar el anticuerpo del cultivo.

31. Un proceso para producir un conjugado de farmaco y anticuerpo anti-P-cadherina que comprende:

(a) unir quimicamente SMCC a una porcion farmacolégica DM-1;

(b) conjugar dicho farmaco-conector con el anticuerpo recuperado del cultivo celular de la reivindicacion 29; y
(c) purificar el conjugado de anticuerpo y farmaco.

32. Un proceso para producir un conjugado de farmaco y anticuerpo anti-P-cadherina que comprende:

(a) unir quimicamente SMCC a una porcion farmacolégica DM-1;

(b) conjugar dicho farmaco-conector con el anticuerpo reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 0 25; y
(c) purificar el conjugado de anticuerpo y farmaco.

33. El conjugado de anticuerpo y farmaco elaborado segun la reivindicacion 31 o 32, que tiene una relacion
farmaco/anticuerpo (RFA) promedio, medida con un espectrofotémetro UV, de aproximadamente 3,8.

34. Un reactivo de diagnéstico que comprende el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-3 0 25.

35. El reactivo de diagnéstico de la reivindicacién 34, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
estd marcado con un radiomarcador, un fluoréforo, un croméforo, un agente de captura de imagenes o un ion metalico.
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