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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-PSMA, usos de los mismos y conjugados de los mismos

[0001] La presente solicitud se refiere a anticuerpos humanizados que se unen a PSMA, a usos de los anticuerpos
y a compuestos que incluyen los anticuerpos, por ejemplo, conjugados de los anticuerpos, por ejemplo, conjugados
de anticuerpo y farmaco. Estos anticuerpos y conjugados encuentran uso en el tratamiento o diagnéstico de
enfermedades, en particular en canceres, particularmente en cancer de préstata.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La especificidad de los anticuerpos por antigenos especificos en la superficie de células y moléculas diana,
ha conducido a su uso extensivo como transportadores de una variedad de agentes diagnésticos y terapéuticos. Por
ejemplo, anticuerpos conjugados con etiquetas y grupos indicadores, tales como fluoréforos, radioisétopos y enzimas,
encuentran uso en aplicaciones de etiquetado y obtencién de imégenes, mientras que la conjugaciéon con agentes
citotéxicos y farmacos quimioterapéuticos permite el suministro dirigido de dichos agentes a estructuras o tejidos
especificos, por ejemplo tipos de células o factores de crecimiento particulares, minimizando el impacto en el tejido
sano normal y reduciendo significativamente los efectos secundarios asociados a los tratamientos de quimioterapia.
Los conjugados de anticuerpo y farmaco tienen amplias aplicaciones terapéuticas posibles en varios campos de
enfermedades.

[0003] EI cancer de préstata, también conocido como carcinoma de préstata, es el desarrollo de céncer en la
préstata, una glandula del sistema reproductor masculino. A nivel mundial, es el segundo tipo de cdncer mas comun
y la quinta causa de muerte relacionada con el cancer en los hombres. La terapia de primera linea para el cancer de
prostata avanzado es la privacion de andrégenos. Siguiendo su avance, la quimioterapia ofrece beneficios, pero las
respuestas son transitorias y no existe ninguna terapia que haya demostrado mejorar la supervivencia més alla de la
quimioterapia inicial. El cancer de préstata metastasico no responde bien a la quimioterapia convencional. Por tanto,
sigue siendo necesario mejorar las terapias. La expresién del antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA,
Prostate Specific Membrane Antigen) esta muy asociada al cancer de préstata y a otros tumores sdélidos. EI PSMA
esta presente en la superficie celular de algunas células epiteliales prostaticas normales, células tubulares proximales
renales normales, intestino delgado proximal y algunos astrocitos (que se encuentran en el cerebro). EI PSMA esta
muy regulado al alza/sobreexpresado en las células de cancer de préstata (CaP). Los niveles de expresién del PSMA
aumentan junto con el avance del cancer de préstata y niveles altos del PSMA en el cancer de préstata en estadio
temprano predicen una mayor probabilidad de recurrencia. Una proporcién significativa de tumores sélidos expresa
PSMA en su neovasculatura tumoral, mientras que el endotelio vascular normal es negativo al PSMA. Se ha observado
que el PSMA aumenta los folatos disponibles hidrolizando los folatos glutamados. Se ha planteado que el PSMA
estimula el desarrollo del cancer de préstata al aumentar los niveles de folato que las células cancerosas utilizan para
sobrevivir y crecer.

[0004] Anteriormente se han generado anticuerpos anti-PSMA (véase, por ejemplo, el documento W098/03973) y
se han preparado anticuerpos modificados con inmunogenicidad reducida en seres humanos (véase, por ejemplo, el
documento WO2004/098535). Un ejemplo de un anticuerpo monoclonal de IgG desinmunizado que se une al PSMA
es el J591. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del dominio variable del anticuerpo J591 murino se
proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 1, y la cadena ligera correspondiente se proporciona en el
presente documento como SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminogcidos de la cadena pesada del dominio variable del
anticuerpo desinmunizado J591 se proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 3, y la cadena ligera
correspondiente se proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 4. El anticuerpo J591 desinmunizado se
ha utilizado en forma radiomarcada en la clinica y se ha demostrado que se tolera bien y que no es inmunogénico
(véase Tagawa et al., Cancer, 2010, 116(4), 1075-1083).

[0005] Otros ejemplos de anticuerpos que se unen al PSMA se desvelan en el documento WO03/034903 y sus
miembros de familia, incluyendo el documento US 8.470.330B. Por ejemplo, el anticuerpo "AB-PG1-XG1-006" tiene
secuencias de cadena pesada y ligera SEQ ID NO 15y SEQ ID NO 17 en esas publicaciones (proporcionadas en el
presente documento como SEQ ID NO 13 y 14), y el anticuerpo "AB-PG1-XG1-026" tiene secuencias de cadena
pesada y ligera SEQ ID NO 19 y SEQ ID NO 21 en esas publicaciones (proporcionadas en el presente documento
como SEQ ID NO 15y 16).

[0006] En el documento WO 2015/177360 se desvelan conjugados de anticuerpo y farmaco (CAF) en donde un
farmaco enlazador se conjuga de forma especifica con un anticuerpo a través de una cisteina disefiada, y su uso como
medicamento, concretamente para el tratamiento de tumores sélidos humanos y neoplasias malignas hematicas, en
particular cancer de mama, céncer gastrico, cancer colorrectal, cancer urotelial, cancer de ovario, cadncer de Utero,
cancer de pulmdn, mesotelioma, cancer de higado, cancer pancreatico, cancer de préstata y leucemia.

[0007] En el documento WO 2015/057250 se desvelan composiciones y métodos relacionados con la inhibicién de
la proliferaciéon de células que expresan el antigeno prostéatico especifico de membrana (PSMA) o su destruccién. En
el documento WO 2015/057250 también se desvela que las células que expresan PSMA pueden ponerse en contacto
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con (i) un compuesto que aumente la expresiéon del PSMA en la superficie celular y (ii) un conjugado de ligando y
PSMA. En el documento WO 2015/057250 también se desvela que las células que expresan PSMA pueden ponerse
en contacto con (i) prednisona y (ii) un conjugado de ligando y PSMA. En el documento WO 2015/057250 también se
desvela que las células que expresan PSMA pueden ponerse en contacto ademas con (iii) un compuesto que aumente
la expresién de PSMA en la superficie celular.

[0008] En el documento WO 2009/017823 se desvelan métodos y composiciones que se relacionan con
inmunotoxinas de diacuerpos de la toxina diftérica.

[0009] Ademés de tener buena afinidad de unién por la diana, baja unién inespecifica y baja inmunogenicidad, un
anticuerpo que vaya a ser candidato como farmaco (ya sea solo o conjugado con otro componente activo) debe tener
buena estabilidad. Es decir, deberia tener una baja propensién a desnaturalizarse o agregarse, o disociarse en
fragmentos componentes. Dado este conjunto de propiedades exigentes, sigue siendo necesario desarrollar mas
anticuerpos anti-PSMA beneficiosos.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0010] La presente invencién proporciona un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo
con la reivindicacién 1.

[0011] La presente invencién también proporciona un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2.

[0012] La presente invencidn también proporciona un vector de acuerdo con la reivindicacién 3.

[0013] La presente invencidn también proporciona una célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacién 4.
[0014] La presente invencidén también proporciona un conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 5

[0015] La presente invencién también proporciona un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, para
su uso de acuerdo con las reivindicaciones 12, 13 y 14.

[0016] La presente invencidn también proporciona un método para detectar la presencia de antigeno PSMA en una
muestra de acuerdo con la reivindicacién 15.

[0017] Las CDR de la cadena pesada pueden designarse como CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente. Segun
el sistema de numeracién de Kabat (Kabat et a/., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 ed., United
States Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda), la CDRH1 se encuentra desde la posicion H31
ala H35, la CDRH2 desde la H50 a la H65 y la CDRH3 desde la H95 a la H102.

[0018] Las CDR de la cadena ligera pueden designarse como CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente. Segun
el sistema de numeracién de Kabat, la CDRL1 se encuentra desde la posicién L24 a la L34, la CDRL2 desde la L50 a
la L56 y la CDRL3 desde la L89 a la L97.

[0019] Los anticuerpos y las porciones de unién a antigeno de la invencién tienen una fuerte unién al PSMA, en
particular, tienen una unién mas fuerte que el anticuerpo J591 desinmunizado descrito anteriormente. Los anticuerpos
con alta afinidad por su antigeno son ventajosos ya que pueden usarse terapéuticamente en pequefias cantidades y
conllevan un menor riesgo de efectos colaterales.

[0020] Asimismo, los anticuerpos preferidos y las porciones de unién a antigeno de la invencién tienen buena
estabilidad. Los anticuerpos con buena estabilidad son ventajosos ya que tienen menos propensién a desnaturalizarse
0 agregarse, o a disociarse en fragmentos componentes. Como resultado, pueden permanecer en la circulaciéon en
una conformacién originaria durante méas tiempo. La fragmentacién reducida es una ventaja ya que un anticuerpo
fragmentado (o un conjugado de anticuerpo y farmaco) pierde su capacidad de unirse al antigeno diana. Los farmacos
citotéxicos tienden a ser hidréfobos y, por tanto, muestran una tendencia a agregarse en solucién. Una tendencia
reducida a agregarse también es una ventaja para un conjugado de anticuerpo y farmaco. Los agregados pueden
provocar una respuesta inmunitaria, es decir que pueden ser inmunogénicos. Un conjugado de anticuerpo y farmaco
que comprende un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno de la invencién, tiene buena estabilidad y una
tendencia reducida a agregarse en solucion.

[0021] Los anticuerpos y las porciones de unién a antigeno de la invencién también muestran una buena eficacia de
expresion. La eficacia de expresién del anticuerpo es un factor importante en la produccién de un anticuerpo o de un
conjugado de anticuerpo y farmaco. Por ejemplo, obtener una expresién estable y de alto rendimiento de un anticuerpo
es importante para su produccién con fines de uso diagnésticos o terapéuticos, en el que se requieren grandes
cantidades de un anticuerpo incluso para realizar un ensayo clinico. El nivel de expresidén de las cadenas ligeras o
pesadas y su facilidad de manipulacién durante la expresion y purificacién pueden influir por tanto en la eleccién del
anticuerpo seleccionado para la produccién. Se prefieren los anticuerpos que se expresan bien con alta solubilidad y
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baja propensién a agregarse.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS:
[0022]

La figura 1 (a) muestra la estructura del vector de expresién pANT para el dominio variable de cadena pesada
(PANT17.2).

La figura 1 (b) muestra la estructura del vector de expresion pANT para el dominio variable de cadena ligera
(PANT13.2).

La figura 2 muestra una comparacién de la unién competitiva de AB-01 frente al anticuerpo AB-10 de la técnica
anterior al antigeno PSMA segln se analiza mediante FACS. AB-01 y AB-10 no estan dentro del alcance de la
invencién reivindicada.

La figura 3 muestra las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos ilustrados en el presente documento. Las
SEQ ID 1a4ylas SEQ ID 7 a 16 no estan dentro del alcance de la invencién reivindicada.

La figura 4 muestra las secuencias de ADN utilizadas para la expresidn de los anticuerpos ilustrados en el presente
documento. Las SEQ ID 17 a 20 y las SEQ ID 23 a 28 no estén dentro del alcance de la invencion reivindicada.
La figura 5 muestra las secuencias alineadas entre si de algunos de los anticuerpos ilustrados en el presente
documento.

DESCRIPCION DETALLADA

[0023] El anticuerpo de la presente invencién (denominado 'AB-02') comprende una cadena pesada de dominio
variable de SEQ ID NO:5 y una cadena ligera de dominio variable de SEQ ID NO:6.

[0024] Los anticuerpos de la invencidén son anticuerpos humanizados que se unen al PSMA (por ejemplo, PSMA
humano) con una constante de disociacion en equilibrio (Kd) de 10-8M o inferior, por ejemplo 10°M o inferior, por
ejemplo 750 x 10-"2M o inferior, por ejemplo 500 x 107'2M o inferior. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencién se
unen especificamente a una célula de cancer de préstata humano.

[0025] Los anticuerpos de la invencién tienen una estabilidad mejorada en comparaciéon con determinados
anticuerpos anti-PSMA humanizados (o desinmunizados) anteriores. Los anticuerpos de la invencién tienen por tanto
menos propensién a desnaturalizarse o agregarse, o disociarse en fragmentos componentes. Se plantea la hipétesis
de que, como resultado, permanecen en la circulacién en una conformacién originaria durante mas tiempo. Una
tendencia reducida a agregarse es una ventaja particular para un conjugado de anticuerpo y farmaco y para los
reactivos que producen estos conjugados; los farmacos citotéxicos tienden a ser hidréfobos y, por tanto, los reactivos
de conjugacién y los conjugados de anticuerpo y farmaco con farmacos citotéxicos tienen tendencia a agregarse en
solucién, lo que reduce significativamente su eficacia. Un anticuerpo fragmentado (incluso como parte de un conjugado
de anticuerpo y farmaco) pierde su capacidad de unirse al antigeno diana. Por tanto, también resulta ventajoso un
anticuerpo con una susceptibilidad reducida a la fragmentacion.

[0026] Un anticuerpo de la invencién puede tener una cadena pesada de isotipo 1gG1, 19gG2, 1gG3 o 1gG4, IgM, I1gA1,
IgA2, IgAsec, IgD o IgE. Se prefieren especialmente los isotipos 1I9G1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Como alternativa, puede
tener una regién constante de IgG alterada, por ejemplo, para aumentar o disminuir la unidén a receptores de Fc o para
aumentar o disminuir la unién al complemento, por ejemplo, la regién constante de IgG puede ser IgG4k o IgG1k. Un
anticuerpo de la invencién puede tener una cadena ligera de anticuerpo que sea una cadena ligera kappa.

[0027] Un compuesto de la invenciéon puede ser un anticuerpo de longitud completa (p. €j., un anticuerpo 1gG4 o
IgG1). Como alternativa, puede incluir s6lo una porcién de unién a antigeno. Por ejemplo, un compuesto de la
invencién puede ser un Fab, F(ab'), F(ab'),, una cadena Fd, un fragmento Fv o un Fv monocatenario (scFv), un Fv
unido por enlace disulfuro (sdFv), un fragmento que comprenda sélo un dominio Vy, incluidos nanocuerpos o
fragmentos de camellos, llamas o similares. La invencién también proporciona anticuerpos biespecificos y
multiespecificos (dos 0 mas moléculas de anticuerpo diferentes unidas entre si para dar dos 0 méas especificidades
diferentes) que incluyen al menos un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo como se describe
anteriormente. La porcién de unién a antigeno puede ser, por ejemplo, un minicuerpo compuesto por diferentes
permutaciones de fragmentos scFv o diacuerpos y fragmentos Fc o dominios Cy tales como las proteinas de fusion
scFv-Fc, scFv-Fc-scFv, (Fab'ScFv),, scDiacuerpo-Fc, scDiacuerpo-Ch3, scFv-Cu3, scFv-Cy2-Ch3 y asi
sucesivamente. Un fragmento de anticuerpo puede producirse por técnicas de escisién enzimatica, sintéticas o
recombinantes.

[0028] Un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de la invencién puede producirse mediante una
linea celular de mamifero, especialmente células CHO o NSO. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién puede ser
un anticuerpo monoclonal.

[0029] Los anticuerpos o las porciones de unién a antigeno de los mismos de la invencién encuentran uso como
agentes diagnésticos o terapéuticos in vivo e in vitro.
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[0030] En otro aspecto, la invencién proporciona moléculas de é&cido nucleico que codifican los anticuerpos
humanizados o las porciones de unién a antigeno de los mismos, de la invencidén. Por consiguiente, la invencion
también abarca los vectores de expresidon recombinantes que incluyen los &cidos nucleicos que codifican los
anticuerpos de la invencién, y las células hospedadoras transfectadas con dichos vectores, al igual que los métodos
de produccién de los anticuerpos de la invencién cultivando estas células hospedadoras. Por ejemplo, los anticuerpos
o las porciones de unidén a antigeno de los mismos de la invencién pueden codificarse por acidos nucleicos de cadena
pesada de IgG humana y cadena ligera kappa humana con secuencias como se expone en la SEQ ID NO: 21 (cadena
pesada) o SEQ ID NO: 22 (cadena ligera), o sus variantes.

[0031] Porejemplo, se puede determinar que una variante de acido nucleico esta dentro del alcance de la invencién
cuando incluye secuencias que contienen o que son sustancialmente idénticas a la SEQ ID NO: 21, por ejemplo, segln
lo determinado por su capacidad para hibridarse en condiciones rigurosas con un acido nucleico de la presente
invencién, por ejemplo un acido nucleico de SEQ ID NO: 21. El término "hibridarse" se refiere a la unién, duplexacidn
(formacidén de duplex) o hibridacién de una molécula con una secuencia de nucleétidos particular en condiciones de
hibridacién rigurosas cuando esa secuencia esté presente en una mezcla (por ejemplo, ADN o ARN celular total o de
biblioteca) compleja, en donde la secuencia de nucleétidos particular se detecta como minimo aproximadamente 10
veces el fondo. Se seleccionaran condiciones de hibridacién rigurosas, por ejemplo, que sean temperaturas entre 5y
10 °C inferiores a las del punto de fusién térmica (Tm, thermal melting) para la secuencia especifica a una fuerza
i6nica y a un pH definidos. Por ejemplo, las condiciones de hibridacidn rigurosas pueden ser:

+ formadida desionizada al 50 %

» 2x solucién salina de citrato de sodio (SSC)*

+ tampén de NaoHPO4/ NaH:PO4 50 mM; pH 7,0
+ EDTA1mM

+ ADN/ARN diana (1 mg/ml cada uno)

+ sonda (aprox. 20 - 200 ng/ml)

Temperatura: de 37 a 42 °C; Tiempo de hibridacién: 5 minutos - 16 horas
*SCS: 1x SSC = NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM; pH 7,0.
CONJUGADOS

[0032] La invencién proporciona ademas un anticuerpo o una porciéon de unién a antigeno del mismo, por ejemplo,
Fab, de acuerdo con la invencién conjugado, a través de un enlazador, a una carga util, que puede ser otra molécula
funcional, por ejemplo, un agente terapéutico, de diagndstico o etiquetado, y/o un polimero terapéutico. Puede haber
una Unica molécula de otra molécula funcional, o puede haber dos 0 mas moléculas. A menudo se prefiere que los
conjugados de anticuerpo y farmaco contengan multiples copias del farmaco. La molécula funcional puede ser, por
ejemplo, otro péptido o proteina, p.ej. un fragmento Fab'. Se prefiere la inclusién de una o mas moléculas de farmaco,
por ejemplo, de un agente citotdxico o de una toxina. Las auristatinas y los maitansinoides son farmacos citotéxicos
habituales. Los agentes de etiquetado (que debe entenderse que incluyen agentes de obtencién de imagenes) pueden
incluir, por ejemplo, un radiondclido, un agente fluorescente (por ejemplo, una sonda fluorescente derivatizada con
amina tal como 5-dimetilaminonaftaleno-1-(N-(2-aminoetil))sulfonamida-dansiletilendiamina, Oregon Green® 488
cadaverina (numero de catalogo 0-10465, Molecular Probes), dansil cadaverina, N-(2-aminoetil)-4-amino-3,6-disulfo-
1,8-naftalimida, sal dipotésica (etilendiamina amarilla de lucifer), o etilendiamina rodamina B (nimero de catélogo L
2424, Molecular Probes), o una sonda fluorescente derivatizada con tiol, por ejemplo BODIPY® FL L-cistina (niimero
de catalogo B-20340, Molecular Probes). El agente de etiquetado también puede ser un colorante, un agente de
contraste, un agente bioluminiscente, una enzima, un agente potenciador o una nanoparticula. También puede
utilizarse biotina.

[0033] En algunas realizaciones, un anticuerpo o una porciéon de unién a antigeno del mismo se conjuga con un
agente terapéutico. Un "agente terapéutico”, como se utiliza en el presente documento, es un dtomo, una molécula, o
un compuesto que es Util en el tratamiento de una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o que se caracteriza
por una mayor expresién de PSMA. Como ejemplos de agentes terapéuticos se incluyen, aunque sin limitacién,
farmacos, agentes quimioterapicos, anticuerpos terapéuticos y fragmentos de anticuerpos, toxinas, radioisétopos,
enzimas (por ejemplo, enzimas que escinden profarmacos a un agente citotdxico en el sitio de unidn de la construccién
de unién a antigeno), nucleasas, hormonas, inmunomoduladores, oligonucledtidos antisentido, quelantes, compuestos
de boro, agentes y colorantes fotoactivos, y nanoparticulas.

[0034] En algunas realizaciones, un enfoque terapéutico incluye radioinmunoterapia a través de la fijacién de un
radiomarcador apropiado, tal como, Yodo-131, un emisor beta, tal como, Itrio-90, Lutecio-177, Cobre-67, Astatina-211,
Plomo-212/Bismuto-212, Actinio-225/Bismuto-213 y Torio, que puede causar dafio y muerte celular en un tejido
especifico.

[0035] En algunas realizaciones, en aplicaciones terapéuticas, como transportadores de farmacos, se utilizan
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nanoparticulas que, cuando se conjugan con un anticuerpo o con una porciéon de unién a antigeno del mismo,
suministran agentes quimioterapicos, agentes terapéuticos hormonales, agentes radioterapéuticos, toxinas, o
cualquier otro agente citotéxico o contra el cancer conocido en la técnica, a las células cancerosas que sobreexpresan
el PSMA. Cualquiera de los anticuerpos o porciones de unién a antigeno de los mismos descritos en el presente
documento puede conjugarse ademés con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, marcadores detectables,
nanoparticulas, transportadores o una combinacién de los mismos. Por ejemplo, un anticuerpo o una porcién de unién
a antigeno del mismo puede radiomarcarse con Yodo-131 y conjugarse con un transportador lipidico, de modo que el
conjugado de anti-PSMA y lipido forme una micela. La micela puede incorporar uno o méas marcadores terapéuticos o
detectables. Como alternativa, ademés del transportador, la construccién de unién a antigeno puede radiomarcarse
con Yodo-131 | (por ejemplo, en un resto de tirosina) y conjugarse con un farmaco (por ejemplo, en el grupo amino
épsilon de un resto de lisina), y el transportador puede incorporar un agente terapéutico o marcador detectable
adicional.

[0036] En algunas realizaciones, las porciones de unién a antigeno de la invencién se conjugan con un agente
terapéutico. Aunque estas porciones de unién al antigeno pueden tener una semivida media en circulacién més corta
en comparacidén con un anticuerpo de longitud completa, en algunas realizaciones, estos formatos pueden mostrar
una mejor penetracién tumoral debido a su tamafioc mas pequefio y ser terapéuticamente eficaces cuando estan
equipados adecuadamente con un farmaco citotéxico o radioisétopo. En algunas realizaciones, se puede emplear un
enfoque de conjugado de anticuerpo y farmaco. En algunas realizaciones, el tratamiento con estos fragmentos
equipados con un farmaco citotéxico o un radionuclido produce menos toxicidad inespecifica, ya que se eliminaran del
cuerpo més rapidamente.

[0037] En algunas realizaciones, un anticuerpo o una porciéon de unién a antigeno del mismo se conjuga con un
marcador detectable. Como se utiliza en el presente documento, un "marcador detectable" incluye un atomo, una
molécula o un compuesto que es Util en el diagndstico, en la deteccién o visualizacién de una ubicacién y/o cantidad
de un antigeno de PSMA en una célula, tejido, érgano o similar. Los marcadores detectables que pueden utilizarse de
acuerdo con las realizaciones del presente documento incluyen, aunque sin limitacién, sustancias radiactivas (por
ejemplo, radioisétopos, radiondclidos, radiomarcadores o radiotrazadores), colorantes, agentes de contraste,
compuestos 0 moléculas fluorescentes, compuestos o moléculas bioluminiscentes, enzimas y agentes potenciadores
(por ejemplo, iones paramagnéticos). Asimismo, se sabe en la técnica, que algunas nanoparticulas, por ejemplo, los
puntos cuénticos y las nanoparticulas metalicas, son adecuados para su uso como agente de deteccién. En algunas
realizaciones, el marcador detectable es verde de indocianina (ICG, /ndoCyanine Green), Circonio-89, IR800 y/u otro
colorante del infrarrojo cercano.

[0038] Como ejemplos de sustancias radiactivas que pueden utilizarse como marcadores detectables de acuerdo
con las realizaciones del presente documento se incluyen, aunque sin limitacion, '3F, 18F-FAC, 32P, 3P, 45Ti, 4’Sc,
52|:e, 59|:e, 62CU, 64CU, 67CU, 67Ga, 6868, 7580, 77AS, 86Y, 90Y, 898[’, 892[’, 94TC, 94TC, gngC, 99Mo, 105Pd, 105Rh, ”1Ag, 111|n,
123|, 124|, 125|, 131|, 142Pr, 143Pr, 149Pm, 15~°’Sm, 154'1586d, 161Tb, 166Dy, 166HO, 169Er, 175LU, 177|_U, 186Re, 188Re, 189Re, 194“',
198AL, 1A, 21AL, 211PD, 212Bi, 212Pb, 23Bi, 2°Ra y ?®>Ac. Como ejemplos de sustancias de iones paramagnéticos que
pueden utilizarse como marcadores detectables se incluyen, aunque sin limitacidén, iones de metales de transicion y
lantédnidos (por ejemplo metales que tienen numeros atémicos de 6-9, 21-29, 42, 43, 44 o 57-71). Estos metales
incluyen iones de Cr, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yby Lu.

[0039] Como ejemplos de agentes de contraste que pueden utilizarse como marcadores detectables de acuerdo con
las realizaciones de la divulgacién se incluyen, aunque sin limitacién, bario, diatrizoato, aceite etiodado, citrato de
galio, acido yocarmico, acido yodocetamico, yodamida, adipiodona, &cido yodoxamico, yogulamida, yohexilo,
yopamidol, acido yopanoico, acido yoprocémico, acido yosefamico, acido yosérico, meglumina de yosulamida, acido
yosemético, yotasul, acido yotetrico, acido yotaldmico, acido yotréxico, acido yoxaglico, acido yoxotrizoico, ipodato,
meglumina, metrizamida, metrizoato, propiliodona, cloruro de talio, 0 combinaciones de los mismos.

[0040] Como compuestos o moléculas y colorantes bioluminiscentes y fluorescentes que pueden utilizarse como
marcadores de deteccién de acuerdo con las realizaciones de la divulgacién se incluyen, aunque sin limitacién,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC, fluorescein isothiocyanate)) OREGON GREEN™, rodamina, rojo
Texas, isotiocinato de tetrarrodimina (TRITC, tetrarhodimine isothiocynate), Cy3, Cy5 y similares, marcadores
fluorescentes (por ejemplo, proteina fluorescente verde (GFP, green fluorescent protein), ficoeritrina y similares),
compuestos fluorescentes autodesactivados que se activan con proteasas asociadas a tumores, enzimas (por ejemplo,
luciferasa, peroxidasa de rédbano picante, fosfatasa alcalina y similares), nanoparticulas, biotina, digoxigenina o
combinacion de las mismas.

[0041] Como enzimas que pueden utilizarse como marcadores detectables de acuerdo con las realizaciones de la
divulgacidén se incluyen, aunque sin limitacién, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida,
glucosa oxidasa, B-galactosidasa, B-glucoronidasa o B-lactamasa. Dichas enzimas pueden utilizarse junto con un
cromégeno, un compuesto fluorogénico o un compuesto luminégeno para generar una sefial detectable.

[0042] Los enlazadores adecuados para unir la carga util al anticuerpo o a su porcién de unién a antigeno son los
que se describen mas adelante en el apartado de Reactivos de Conjugacién. El enlazador es ventajosamente
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degradable, como se describe a continuacién. En algunas realizaciones preferidas, el enlazador incluye un polimero,
como se describe a continuacioén.

[0043] Los conjugados preferidos de acuerdo la invencién, son aquellos en los que el enlace de la carga util al
anticuerpo o a su porcion de unién a antigeno se realiza a través de una porcidén de enlace que tiene la férmula general:

AWNL{\
AVA VAR TR Pr
P
Bl L

{hH

en la que Pr representa dicho anticuerpo o porcidén de unién a antigeno del mismo, cada Nu representa un nucledfilo
presente en el anticuerpo o en la porcién de unién a antigeno del mismo, o unido a estos, cada uno de A y B representa
independientemente una cadena de alquileno o alquenileno Cq.4, y W' representa un grupo electroatrayente o un grupo
obtenido por reduccién de un grupo electroatrayente.

[0044] Un grupo electroatrayente W' puede ser, por ejemplo, un grupo ceto -CO-, un grupo éster -O-CO- o un grupo
sulfona -SO,-. Preferentemente, W' representa uno de estos grupos o un grupo que puede obtenerse por reduccién
de uno de estos grupos como se describe a continuacion. Preferentemente W' representa un grupo ceto o un grupo
que puede obtenerse por reduccién de un grupo ceto, especialmente un grupo CH.OH.

[0045] Preferentemente la agrupacién tiene la férmula:

"
AVAVANTS Pr
/
Nu .
{1a)
en especial
Nu oH Ny
N | N
AVAVATKS] Pr NN CH Pr
e ~
Nu Ny ‘
{(Iby o (Ie).

[0046] Los grupos nucledéfilos en el anticuerpo o en la porcién de unién a antigeno del mismo, los proporcionan, por
ejemplo, los restos de cisteina, lisina o histidina, y Nu puede ser, por ejemplo, un atomo de azufre o un grupo amina.
En una realizacion preferida de la invencién, cada Nu representa un dtomo de azufre presente en un resto de cisteina
presente en el anticuerpo o en la porcién de unién a antigeno del mismo. El anticuerpo de acuerdo con la invencién
contendra generalmente cuatro enlaces disulfuro entre cadenas. Cada uno de estos puede reducirse para proporcionar
grupos tiol libres que actian como nucleéfilos. Si cada uno de estos enlaces disulfuro forma puentes como se muestra
en las férmulas | anteriores, se producira un conjugado con una relacién de anticuerpo y farmaco (DAR, drug-antibody
ratio) de 4. En otra realizacién, cada Nu representa un grupo imidazol presente en un resto de histidina, presente en
una etiqueta de polihistidina unida a dicho anticuerpo o porcidén de unién a antigeno del mismo.

[0047] Los anticuerpos de la invencién pueden tener, por ejemplo, la férmula general:
(((Dg-Lk")-P1)o-Lk?-Lk3)e-Ab (1

en la que D representa la carga util;

g representa un nimero entero de 1 a 10;

Lk representa un enlazador;

r representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo c-valente -P2-NH- donde c es de 2 a 11 y P2 es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH>-CH2>- 0 unidad de etilenglicol -O-CH>-CHo-;

p representa un numero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador d-valente donde d es de 2 a 11 y que consta de 1 a 9 restos de aspartato
y/o glutamato;

Lk3 representa un enlazador de la férmula general:
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-CO-Ph-Y-Z-  (All)

en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; Y representa un grupo CO o un grupo CH.OH; y Z
representa un grupo de férmula:

B
(All) o (AIV)

en la que cada uno de Ay B representa un grupo alquileno o alquenileno C1.4;

Ab representa el anticuerpo o la porciéon de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la invencién, que se une
a Lk® a través de dos atomos de azufre procedentes de un enlace disulfuro en el anticuerpo o en la porcién de
unién a antigeno del mismo; y

e representa un nimero entero de 1 a s, donde s es el nimero de enlaces disulfuro presentes en el anticuerpo o
en la porcion de unién al antigeno del mismo antes de conjugarse con Lk3.

[0048] Los significados de q, r, e, ¢ y d determinan el nUmero total de grupos D presentes. Este nimero puede ser,
por ejemplo, de hasta 20, por ejemplo, de hasta 15, por ejemplo, de hasta 10, por ejemplo, 1, 2, 3 0 4.

REACTIVOS DE CONJUGACION

[0049] Los conjugados de acuerdo con la invencién pueden prepararse haciendo reaccionar un reactivo de
conjugacién con un anticuerpo o con una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la invencién. La
conjugacién puede realizarse, por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusién genética, asociacion no covalente
o de otra manera, pero preferentemente se realiza mediante acoplamiento quimico. Normalmente, el reactivo de
conjugaciéon comprendera un grupo funcional capaz de reaccionar de manera covalente con al menos un electréfilo o,
especialmente, nucledfilo presente en el anticuerpo o en una porcién de unién a antigeno del mismo, cuyo grupo
funcional est4 unido a una carga Gtil mediante un enlazador. Se conocen muchos reactivos de conjugacién que pueden
utilizarse para conjugar una carga Util con un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, y cualquiera
de estos puede utilizarse para preparar un conjugado de acuerdo con la invencién.

[0050] Por ejemplo, el reactivo puede contener un grupo maleimida, un grupo de quimica clic, por ejemplo un grupo
azida o alquino, un grupo amina, un grupo carboxilo o un grupo éster activo. Otros enfoques posibles incluyen el uso
de anticuerpos que se han disefiado de manera recombinante con un aminoacido especificamente para la conjugacién,
tal como cisteinas o aminoacidos no naturales disefiados y conjugacién enzimatica a través de una reaccidon
enzimatica especifica tal como con transglutaminasa. El sitio de reaccién en el anticuerpo o en una porcién de unién
a antigeno del mismo puede ser de naturaleza nucleéfila o electréfila. Los sitios de conjugaciéon comunes estan en los
restos de aminoécido de lisina o cisteina o en los residuos de hidrato de carbono. Como alternativa, la conjugacion
puede producirse en una etiqueta de polihistidina que se haya unido al anticuerpo o a una porcién de unién a antigeno
del mismo.

[0051] Un reactivo de conjugacién es ventajosamente capaz de reaccionar con un nucleéfilo en el anticuerpo o en
la porcién de unién a antigeno del mismo y, por lo tanto, unirse quimicamente al mismo. Como tal, el reactivo de
conjugacion incluye normalmente al menos un grupo saliente que se pierde en la reaccién con un nucleéfilo. El reactivo
de conjugacién puede incluir, por ejemplo, dos 0 mas grupos salientes. Preferentemente, el reactivo de conjugacion
es capaz de reaccionar con dos nucledfilos. Ventajosamente, el reactivo de conjugacién comprende al menos dos
grupos salientes. Si hay dos o més grupos salientes, estos pueden ser iguales o diferentes. Como alternativa, un
reactivo de conjugacién puede contener un grupo sencillo que es quimicamente equivalente a dos grupos salientes y
cuyo grupo sencillo puede reaccionar con dos nucledfilos.

[0052] Un grupo de reactivos se basa en las bis-halo- o bis-tio-maleimidas y derivados de las mismas como se
describe en Smith et al., J. Am. Chem. Soc,. 2010, 132, 1960-1965 y Schumacher et al., Bioconj. Chem., 2011, 22,
132-136. Estos reactivos contienen la agrupacién funcional:
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o]

en la que cada L es un grupo saliente (leaving). El &tomo de nitrégeno del anillo de maleimida puede llevar la carga
Gtil, de manera directa o indirecta.

[0053] De forma similar, pueden utilizarse maleimidas que contengan un grupo sencillo saliente L:

o]

o}
De nuevo, el &tomo de nitrégeno del anillo de maleimida lleva la carga util, de manera directa o indirecta.

[0054] También pueden utilizarse maleimidas que no tengan un grupo saliente:

)
e
O
De nuevo, el &tomo de nitrégeno del anillo de maleimida lleva la carga util, de manera directa o indirecta.

[0055] En una realizacién preferida, un reactivo de conjugacion contiene la agrupacién funcional:

A—L

B—L
(CD)

en la que W representa un grupo electroatrayente, por ejemplo un grupo ceto, un grupo éster-O-CO-, un grupo sulfona
-SO2- 0 un grupo ciano; A representa una cadena de alquileno o alquenileno C1.5; B representa un enlace o una cadena
de alquileno o alquenileno C1.4; y cada L representa independientemente un grupo saliente, o ambos L representan
conjuntamente un grupo saliente. Los reactivos de este tipo se describen en Bioconj. Chem 1990(1), 36-50, Bioconj.
Chem 1990(1), 51-59, y J. Am. Chem. Soc. 110, 5211-5212. Cuando los reactivos que contienen dichos grupos
reaccionan con el anticuerpo o con una porcién de unién a antigeno del mismo, un primer grupo saliente L se pierde
para formar in situ un reactivo de conjugacién que contiene una agrupacion funcional de férmula:

A—L

\ — )

N W

(CT)

en la que mes 0 a 4, que reacciona con un primer nucleéfilo. A continuacién, se pierde el segundo grupo saliente L y
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se produce la reaccién con un segundo nucleéfilo. Como alternativa al uso de un reactivo que contenga la agrupacion
funcional Cl como material de partida, podran utilizarse reactivos que contengan la agrupacién funcional CI' como
material de partida.

[0056] Preferentemente W representa un grupo ceto. Preferentemente A representa -CHs-y B representa un enlace.

[0057] Las agrupaciones funcionales particularmente preferidas de férmula Cl y C!' tienen las férmulas:

— L
,;==L,§aw..m,{ PRV
(Cla) o (Cla")
[0058] Por ejemplo, el grupo puede tener la formula:

0
I

(Clbyo

(CIb')

[0059] Otro grupo de reactivos de conjugacién contiene la agrupacién funcional:
~W-CR*R*-CR4.L.L' (CIN
en la que W tiene el significado y los significados preferidos proporcionados anteriormente, y
cada R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C+.4, R* representa un atomo de hidrégeno y cada
L representa independientemente un grupo saliente 0 ambos L juntos representan un grupo saliente; o
cada R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C1.4, L representa un grupo saliente y R* y L' juntos
representan un enlace.

[0060] Otro grupo de reactivos de conjugacion incluye la agrupacién funcional:

~W-(CH=CH),-(CHz)-L  (CIIl)

~W-CH=CH),-CH=CH> (ClII')
en la que W tiene el significado y los significados preferidos proporcionados anteriormente y p representa 0 o un
ndimero entero de 1 a 4, preferentemente 0. Un reactivo especialmente preferido de este tipo incluye la agrupacion
funcional:

~NH-CO-Ar-CO-(CHz)-L (Clila)

~NH-CO-Ar-CO-CH=CH (Cllla")

10
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en la que Ar representa un grupo arilo opcionalmente sustituido, especialmente fenilo.

[0061] Un grupo saliente L puede ser, por ejemplo, -SP, -OP, -SO,P, -OSO,P, -N*PR?R?, halégeno, -Od, en el que
P representa un 4tomo de hidrégeno, un grupo alquilo (preferentemente alquilo C1.6), arilo (preferentemente fenilo) o
alquilarilo (preferentemente alquilfenilo C1.6) 0 e€s un grupo que incluye una porcién -(CH>,CH>O)n- en la que n es un
nimero de dos o mas, especialmente 6 o mas, y cada uno de R? y R® representa independientemente un atomo de
hidrégeno, un grupo alquilo C1.4, 0 un grupo P, y & representa un grupo arilo sustituido, especialmente fenilo, que
contiene al menos un sustituyente, por ejemplo -CN, -CF3, -NO,, -CO2R', -COH, -CH,OH, -COR', -OR', -OCOR',
-OCO2R', -SR', -SOR', -SO2R', -NHCOR', -NR'COR’, -NHCO2R', -NR'CO2R’, -NO, -NHOH, -NR'OH, -CH=N-NR'COR,
-N*R's, halégeno, especialmente cloro o, especialmente, flior, -C=CR'y - CH=CR',, en las que cada R' representa un
atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (preferentemente alquilo Cq), arilo (preferentemente fenilo) o alquilarilo
(preferentemente alquilfenilo C1.6). Se prefiere la presencia de sustituyentes electroatrayentes.

[0062] Los reactivos de conjugacién en los que P representa un grupo que incluye una porcién -(CH.CH-Oh)q-en la
que n es un numero de dos 0 méas son el tema de nuestra solicitud en tramitacién GB 1418186.1, a partir de la cual,
la PCT/GB2015/052952, ahora publicada como WO2016/059377, reivindica prioridad. Esta solicitud desvela lo
siguiente:

“El grupo saliente puede incluir, por ejemplo (CH>CH2O),-R" donde R es un grupo de proteccién. Puede utilizarse
una muy amplia variedad de grupos de proteccion. R puede ser, por ejemplo un atomo de hidrégeno, un grupo
alquilo, especialmente un grupo alquilo Cq.4, particularmente un grupo metilo o un grupo arilo opcionalmente
sustituido, por ejemplo un grupo fenilo opcionalmente sustituido, por ejemplo un grupo tolilo. Como alternativa, el
grupo de proteccién puede incluir un grupo funcional tal como un grupo carboxilo o un grupo amina. Tales grupos
de proteccién pueden tener, por ejemplo, la formula -CH>CH>COsH o -CH>CHoNH,, y pueden prepararse
funcionalizando la unidad terminal de una cadena -(CH>CH2O),-. Como alternativa, en lugar de llevar un grupo
protector terminal, el grupo -(CH.CH2O)4puede tener dos puntos de unién en el reactivo de conjugacién de manera
que quimicamente esté presente el equivalente de dos grupos salientes, capaces de unirse a dos nucledfilos.

La porcion -(CH>CH2O),- del grupo saliente esta basada en PEG, polietilenglicol. El PEG puede ser de cadena
lineal o ramificada y puede derivatizarse o

funcionalizarse de cualquier forma. n es un nimero de 2 0 mas, por ejemplo 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 0 10. Por ejemplo,
n puede ser de 5a 9. Como alternativa, n puede ser un nimero de 10 o méas. No hay un limite superior particular
para n. n puede ser, por ejemplo, 150 0 menos, por ejemplo 120 0 menos, por ejemplo 100 0 menos. Por ejemplo
n puede ser de 2 a 150, por ejemplo de 7 a 150, por ejemplo de 7 a 120. La porcidén de PEG - (CH.CH2O),- de un
grupo saliente puede tener un peso molecular de, por ejemplo, 1 a 5 kDa; puede ser, por ejemplo, de 1 kDa, 2 kDa,
3 kDa, 4 kDa o 5kDa. Si se desea, un grupo saliente puede contener dos o mas porciones -(CH>CH>O)n-
separadas por uno 0 mas espaciadores.

Un grupo saliente en un reactivo de acuerdo con la invencidn tiene adecuadamente la férmula -SP, -OP, -SO4P, -
OSO,P, -N*PR?R3, en la que P es un grupo que incluye una porcién -(CH,CH>O),- y cada uno de R?y R3 representa
independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo C+.4, 0 un grupo P. Preferentemente cada uno de R?
y R3 representa un grupo alquilo C1.4, especialmente un grupo metilo, o, especialmente, un atomo de hidrégeno.
Como alternativa, el reactivo de conjugacién puede incluir un grupo de férmula -S-P-S-; -O-P-O-; -SO,-P-SOo-;
-0802-P-0S02; y - N*R2R3*-P-N*R°R3-. Los grupos especificos de este tipo incluyen -S-(CHxCH20)n-S-,
-O-(CH2CH20)0-0-;  -SO2-(CHoCH20)n-SO5-;  -OSO2-(CHoCHo0)-0S02-, 0 -N*RZR3-(CH2CH20)0-N*R2R3-,
También pueden incluir grupos del tipo:

S 0 SO,

(CH,CH,0),—R! (CH,CH,0),—R" r(CHQCHzmn—Fv
SO,

—W
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l
L,

%(CHZCHzo)n—W ®NR2R3
S0, (CH,CH,0),—R’

T ©TR2R3

donde el grupo -(CH>CH-O),- es transportado por cualquier grupo enlazador adecuado, por ejemplo un grupo
alquilo. Estos grupos divalentes son quimicamente equivalentes a dos grupos salientes capaces de reaccionar con
dos nucledfilos.

[0063] Un grupo saliente L especialmente preferido presente en un reactivo de conjugacién es -SP o -SO.P,
especialmente -SO,P. Dentro de este grupo, una realizaciéon preferida es cuando P representa un grupo fenilo o,
especialmente, un grupo tosilo. Otra realizacidn preferida es cuando P representa un grupo que incluye una porcién
-(CH2CH2xO)y-, especialmente uno en el que n tiene uno de los valores mencionados anteriormente, especialmente 7.
Un grupo saliente L especialmente preferido es -SO>-(CH2CH»>0),-H/Me, especialmente -SO,-(CH2CH2O)7-H/Me. A lo
largo de esta memoria descriptiva, cualquier referencia a un grupo saliente L se debe entender que incluye una
referencia especifica a estos grupos preferidos, especialmente -SOo-(CH2CH20),-H/Me, y més especialmente -SO»-
(CH2CH20)7-H/Me.

[0064] Los reactivos de conjugacién pueden contener mas de un grupo funcional. Por ejemplo, un reactivo puede
contener una agrupacién funcional del tipo C anterior en un extremo de la molécula, y una o més agrupaciones
funcionales adicionales, que sea capaz de conjugarse con el anticuerpo o con una porcion de unidn al antigeno del
mismo o con cualquier otra molécula, en cualquier lugar de la molécula. Tales estructuras se describen, por ejemplo,
en Belcheva et al, J. Biomater. Sci Polymer Edn. 9(3), 207-226 y son Utiles en la sintesis de conjugados que contienen
multiples proteinas.

[0065] Los reactivos de conjugacion que contienen la unidad de formula CI/CI' pueden tener la férmula (Clc) o (Clc')
o, donde W representa un grupo ciano, (Cld) o (ClId'):

A—L
A—L D—Q—W
D—Q—W _\
B—L (Clc) M (CI¢")
A—L
_ NC
NC A—L \
D—Q ——H
D—Q B—L (Cld) m(CId)

en el que D representa una carga Util y Q representa un grupo enlazador.

[0066] Los reactivos de conjugacidn preferidos incluyen los siguientes:

12
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O
D
~a L
L (Cle)
o]
O
D
~a L
(Cle")
o]
D-Q-NH-CO-Ar-CO-(CHa)s-L (Clllb)
o]
D-Q-NH-CO-Ar-CO-CH=CH (Clllb).

en el que D representa la carga Util y Q representa un grupo enlazador.
[0067] El reactivo de conjugacién puede tener, por ejemplo, la férmula general:
((Dg-LK")-P"),-Lk2-Lk3-(L )2 (11)

en la que D representa la carga util;

g representa un nimero entero de 1 a 10;

Lk representa un enlazador;

r representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo c-valente -P2-NH- donde c es de 2 a 11 y P2 es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH>-CH2>- 0 unidad de etilenglicol -O-CH>-CHo-;

Z representa un nimero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador d-valente donde d es de 2 a 11 y que consta de 1 a 9 restos de aspartato
y/o glutamato;

Lk3 representa un enlazador de la formula general:

-CO-Ph-Y-Z-  (Ell)

en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; Y representa un grupo CO o un grupo CH(CH); y Z
representa un grupo de férmula:

——CH,~CH e G H

(EIIH o T (EIV)

en la que cada uno de Ay B representa un grupo alquileno o alquenileno Ci.4; ¥
en la que L es un grupo saliente, por ejemplo uno de los que se describen a continuacion.

[0068] Puede utilizarse cualquier grupo enlazador Q o Lk' adecuado. En una realizacion, Q o Lk' puede ser, por
ejemplo, un enlace directo, un grupo alquileno (preferentemente un grupo alquileno Ci.10), 0 un grupo arilo o heteroarilo
opcionalmente sustituido, cualquiera de los cuales puede estar terminado o interrumpido por uno o mas tomos de
oxigeno, &tomos de azufre, grupos -NR" (en los que R" representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
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(preferentemente alquilo Cq), arilo (preferentemente fenilo) o alquilarilo (preferentemente alquilfenilo C1.6)), grupos
ceto, grupos -OCO-, grupos -COO-, -O-CO-0O, -O-CO-NR"-, -NR"COO-, -CONR"- y/o grupos -NR"CO-. Tales grupos
arilo y heteroarilo Q forman una realizacion preferida de la invencién. Los grupos arilo adecuados incluyen grupos
fenilo y naftilo, mientras que los grupos heteroarilo adecuados incluyen piridina, pirrol, furano, pirano, imidazol, pirazol,
oxazol, piridazina, pirimidina y purina. Los grupos Q o Lk' enlazadores especialmente adecuados son grupos
heteroarilo o, especialmente, arilo, especialmente grupos fenilo. Estos pueden tener un grupo enlazador con el agente
terapéutico D, por ejemplo, un grupo que sea, o contenga, un grupo -NR"-CO- 0 -CO-NR"-, por ejemplo un grupo -NH-
CO- 0 -CO-NH-.

[0069] Los sustituyentes que pueden estar presentes en un arilo opcionalmente sustituido, en especial un grupo
fenilo o heteroarilo incluyen por ejemplo uno o mas del mismo o de diferentes sustituyentes seleccionados entre alquilo
(preferentemente alquilo C1.4, especialmente metilo, opcionalmente sustituido con OH o0 COsH), -CN, -NO,, -CF3, NR",,
-CO2R", -COH, -CH20OH, -COR", -OR", -OCOR", -OCO2R", -SR", -SOR", -SO2R", -NR"COR", -NR".CO2R", -NO, -
NHOH, -NR".OH, -CH=N-NR".CO R", -N*R"3, halégeno, por ejemplo fldor o cloro, -C=CR" y -CH=CR",, en las que
cada R" representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo (preferentemente alquilo C1.s), arilo (preferentemente
fenilo) o alquilarilo (preferentemente alquilfenilo C1.5). Se prefiere especialmente la presencia de sustituyentes
electroatrayentes. Los sustituyentes preferidos incluyen, por ejemplo, -CN, -CFs, -NO,, -OR", -OCOR", -SR",
-NR"COR", -NHOH y -NR"CO»R".

[0070] En otra realizacién, un enlazador Lk, Q o Lk", o cualquier otro enlazador, en un conjugado de acuerdo con la
invencién, puede contener un grupo degradable, es decir, puede contener un grupo que se degrade en condiciones
fisiolégicas, separando la carga (til del anticuerpo o de una porcidén de unidén a antigeno del mismo al que esté unido.
Como alternativa, puede ser un enlazador que no sea escindible en condiciones fisiol6gicas.

[0071] Los enlazadores degradables adecuados se analizan con mas detalle a continuacion.

[0072] Los significados de q, r, z, ¢ y d determinan el numero total de grupos D presentes. Este nimero puede ser,
por ejemplo, de hasta 20, por ejemplo, de hasta 15, por ejemplo, de hasta 10, por ejemplo, 1, 2, 3 0 4.

Enlazadores

[0073] Los conjugados de la invencién y los reactivos de conjugacion adecuados para prepararlos contienen un
enlazador que une el anticuerpo o la porcién de unién al antigeno del mismo a la carga Util. Este enlazador puede ser
no degradable o degradable en condiciones fisiol6gicas. Los conjugados comprenden ventajosamente un enlazador
degradable que contiene un grupo que se degrada en condiciones fisioldgicas, separando la carga Util del anticuerpo
o de la porcién de unién al antigeno del mismo a la que esta, o en Ultima instancia estara, unida. Cuando un enlazador
se degrada en condiciones fisiolégicas, este es preferentemente escindible en condiciones intracelulares. Cuando la
diana es intracelular, preferentemente el enlazador es sustancialmente insensible a las condiciones extracelulares (es
decir de modo que no se prohiba el suministro a la diana intracelular de una dosis suficiente del agente terapéutico).
Los enlazadores degradables adecuados se analizan con més detalle a continuacion.

[0074] Cuando un enlazador, por ejemplo Q o Lk, contiene un grupo degradable, este es normalmente sensible a
las condiciones hidroliticas, por ejemplo, puede ser un grupo que se degrade a determinados valores de pH (por
ejemplo, condiciones acidas). Las condiciones hidroliticas/acidas se pueden encontrar, por ejemplo, en endosomas o
lisosomas. Como ejemplos de grupos susceptibles a la hidrélisis en condiciones acidas se incluyen hidrazonas,
semicarbazonas, tiosemicarbazonas, amidas cis-aconiticas, ortoésteres y cetales. Como ejemplos de grupos
susceptibles a las condiciones hidroliticas se incluyen:

[0075] En una realizacién preferida, un enlazador, por ejemplo Q o Lk', es o incluye
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{Wﬁm

0076] Por ejemplo, un enlazador, por ejemplo Q o Lk puede ser:
jemp por ejemp p

‘&O(vst(\;
O _\\\—O>7N{{_\/J_

5 \ (EVa),

en cuyo caso este esta preferentemente unido a grupos D y P' como se muestra:

0 ‘\_\—O>7Ns_\

4

10
[0077] El enlazador también puede ser susceptible a degradacion en condiciones reductoras. Por ejemplo, puede
contener un grupo disulfuro que pueda escindirse al exponerse a agentes reductores biolégicos, tales como tioles.
Como ejemplos de grupos disulfuro se incluyen:
Rt R
S S
Y
Cosd P
i i
i y R R

en el que R', R" Ry R""" son cada uno independientemente hidrogeno o alquilo C+.4. En una realizacién preferida
un enlazador, por ejemplo Q o Lk', es o incluye
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[0078] Por ejemplo, puede ser

;%A/VS\SJ\/E(HV){

(EVo).

(EVd)

WS/SV\)OLNA]{

15  en cuyo caso el enlazador esté preferentemente unido a grupos D y P! como se muestra:

DTVS\SJ\/\(H\/\W%

) O

10

(EVe),

)

0]
s H/\P1 %

o)

20
[0079] Un enlazador, por ejemplo Q o Lk, también puede contener un grupo que sea susceptible a la degradacion
enzimatica, por ejemplo puede ser susceptible a escisién por una proteasa (por ejemplo, una proteasa lisosémica o
endosémica) o una peptidasa. Por ejemplo, puede contener un grupo peptidilo que comprende al menos uno, por
ejemplo, al menos dos, 0 al menos tres restos de aminoécidos (por ejemplo, Phe-Leu, Gly-Phe-Leu-Gly, Val-Ala, Val-
25 Cit, Phe-Lys). Por ejemplo, puede ser una cadena de aminoéacidos que tenga de 1 a 5, por ejemplo de 2 a 4,
aminoacidos.

[0080] Otro ejemplo de un grupo susceptible a la degradacién enzimatica es:
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en donde AA representa una secuencia de aminoacidos, especialmente una que contiene 1 o dos restos de
aminoécidos, especialmente una secuencia de aminoacidos especifica de proteasa de dos restos, tal como Val-Cit.

[0081] En una realizacién preferida, el enlazador, por ejemplo Q o Lk', es o incluye:
HZNYO

HN

?S(O\/Q/ N\c[)]/\H NF(

[0082] Por ejemplo, puede ser

" H,N O
2
\f

(EVH)

@)
H

?%(OVC/NWO?H

O

en cuyo caso este esta preferentemente unido a grupos D de carga (til y P como se muestra a continuacion

ZT
) i\

(EVg)
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[0083] En una realizacion, un enlazador, por ejemplo Q o Lk', lleva una Unica carga Util (es decir, =1 en reactivos
de conjugacién de formula (Il)). Los enlazadores especificos (EVa), (EVd) y (EVe) mostrados anteriormente son de
este tipo. En otra realizacion, el enlazador lleva multiples cargas Utiles (es decir, g>1, por ejemplo, 2, 3 0 4, en los
reactivos de conjugacién de férmula (I1)) y el enlazador se utiliza como un medio de incorporacién de mas de una copia
del agente terapéutico en un conjugado de la invencién. En una realizacién, esto puede lograrse utilizando un
enlazador Lk" y/o Lk? ramificado, el cual puede incorporar, por ejemplo, un resto de aspartato o glutamato o similar.
Esto introduce un elemento de ramificacién de férmula:

0]

)b

NC
H
(EVI)

dondebes 1,203, b=1esaspartato y b =2 es glutamato, y b = 3 representa una realizacién preferida. Cada uno
de los residuos acilo en la férmula EVI puede acoplarse a una carga (til a través de un enlazador Lk'® adecuado,
donde Lk'@ es cualquier enlazador adecuado, por ejemplo un enlazador degradable que incorpora uno de los enlaces
mencionados anteriormente. En realizaciones particulares, Lk'® representa el grupo (EVa), (EVd) o (EVe) como se
muestra anteriormente. El grupo amino del resto de aspartato o glutamato o similar puede estar unido a P por
cualquier medio adecuado, por ejemplo, el enlace puede realizarse a través de un enlace amida, por ejemplo, el grupo
de ramificacién anterior puede estar conectado a P a través de un grupo -CO-CHy-, por tanto:

O
b O
N)bf
H
0]
[0084] Si se desea, el resto de aspartato o glutamato o similar se puede acoplar a restos adicionales de aspartato
y/o glutamato y/o similares, por ejemplo:

(EVIa)
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etc, dando la posibilidad de incorporar muchas unidades del agente terapéutico. Como se ha indicado anteriormente,
cada unidad de carga Util puede unirse a un resto de aspartato/glutamato o similar mediante cualquier enlazador Lk'2,

(EVIIa) o (EV1Ib)

[0085] De manera similar, para formar un grupo ramificador, pueden introducirse los aminoacidos lisina, serina,
treonina, cisteina, arginina o tirosina o restos similares, por tanto:

HN
)b

AN
H
0

en la que b es 4 para lisina y

3

O
)b

SR
H
O

en la que b es 1 para serina.
Polimeros

[0086] Los conjugados de la presente invencién pueden contener un oligbmero o polimero (denominados
conjuntamente en el presente documento "polimero” por comodidad), junto con el anticuerpo o la porcién de unién a
antigeno del mismo de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, el anticuerpo o la porcidén de unidén a antigeno del mismo
puede conjugarse con un polimero mediante un enlazador. Como alternativa, el enlazador puede incluir en si mismo
un polimero, y éste puede conjugarse con el anticuerpo o con la porcién de unién a antigeno del mismo. Un polimero
es especialmente un polimero sintético, soluble en agua, en particular, polialquilenglicol. Un polimero puede ser, por
ejemplo, un polialquilenglicol, una polivinilpirrolidona, un poliacrilato, por ejemplo, poliacriloil morfolina, un
polimetacrilato, un polioxazolina, un alcohol polivinilico, una poliacrilamida o polimethacrilamida, por ejemplo
policarboximatacrilamida o un copolimero HPMA. Adicionalmente, el polimero puede ser un polimero que sea
susceptible de degradacién enzimatica o hidrolitica. Tales polimeros, por ejemplo, incluyen poliésteres, poliacetales,
poli(orto-ésteres), policarbonatos, poli(imino carbonatos) y poliamidas, tales como poli(aminoacidos). Un polimero
puede ser un homopolimero, copolimero aleatorio o copolimero definido estructuralmente tal como un copolimero de
bloque, por ejemplo, puede ser un copolimero de bloque procedente de dos o mas 6xidos de alquileno o de poli(éxido
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de alquileno) y o bien un poliéster, poliacetal, poli(orto éster) o un polilaminoacido). Los polimeros polifuncionales que
pueden usarse incluyen copolimeros de divinileter-anhidrido maleico y estireno-anhidrido maleico.

[0087] También se pueden usar polimeros de origen natural, por ejemplo polisacaridos tales como quitina, dextrano,
dextrina, quitosano, almidén, celulosa, glucégeno, poli(acido sialilico), acido hialurénico y derivados de los mismos.
También se pueden usar polimeros tales como acido poliglutdmico, asi como polimeros hibridos procedentes de
mondmeros naturales tales como sacéridos 0 aminoacidos y mondmeros sintéticos tales como éxido de etileno o acido
metacrilico.

[0088] Si el polimero es un polialquilenglicol, este es preferentemente uno que contiene unidades C, y/o Cs y es,
especialmente, un polietilenglicol. Un polimero, en particular un polialquilenglicol, puede contener una Unica cadena
lineal o puede tener morfologia ramificada compuesto por varias cadenas ya sean cortas o largas. Los denominados
Pluronics son una clase importante de copolimeros de bloque de PEG. Estos proceden de bloques de 6xido de etileno
y oOxido de propileno. Pueden utilizarse, polialquilenglicoles, sustituidos o protegidos, por ejemplo,
metoxipolietilenglicol.

[0089] EI polimero puede ser, por ejemplo, un polimero en forma de peine producido mediante el método descrito
en el documento WO 2004/113394, cuyo contenido se incorpora como referencia en el presente documento. Por
ejemplo, el polimero puede ser un polimero en forma de peine que tenga una férmula general:

(F)-(G)g=(H)n
donde:

F, cuando estd presente, puede obtenerse mediante polimerizaciéon por adiciébn de uno o mas mondémeros
olefinicamente insaturados que no son como se definen en G;

G puede obtenerse mediante polimerizacion por adicién de una pluralidad de mondémeros lineales, ramificados o
en forma de estrella, sustituidos o no sustituidos, y tienen un residuo olefinicamente insaturado;

H, cuando esta presente, puede obtenerse mediante polimerizacién por adicién de uno o mas mondémeros
olefinicamente insaturados que no son como se definen en G;

fy h son un niimero entero entre 0 y 500;

g es un numero entero de 0 a 1000;

en donde al menos uno de F y G estéa presente.

[0090] Opcionalmente, un polimero puede estar derivatizado o funcionalizado en cualquier modo que se desee. Los
grupos reactivos se pueden unir en el extremo o grupo terminal del polimero, o a lo largo de la cadena del polimero a
través de enlazadores colgantes; en tal caso, el polimero es, por ejemplo, una poliacrilamida, polimetacrilamida,
poliacrilato, polimetacrilato, o un copolimero de anhidrido maleico. Si se desea, el polimero puede acoplarse a un
soporte sélido usando métodos convencionales.

[0091] EIl peso molecular éptimo del polimero dependera, por supuesto, de la aplicacion prevista. Pueden utilizarse
polimeros de cadena larga, por ejemplo, el peso molecular promedio en nimero puede ser de hasta aproximadamente
75.000, por ejemplo, de hasta 50.000, 40.000 o 30.000 g/mol. Por ejemplo, el peso molecular promedio en nimero
puede estar en el intervalo de 500 g/mol a aproximadamente 75.000 g/mol. Sin embargo, oligdmeros muy pequefios,
que consisten en cadenas distintas de PEG, por ejemplo, de tan solo 2 unidades de repeticién, por ejemplo, de 2 a 50
unidades de repeticién, son Utiles para algunas aplicaciones y estan presentes en una realizacién preferida de la
invencién. Por ejemplo, puede utilizarse un polimero que contenga de 2 a 48, por ejemplo, de 2 a 36, por ejemplo, de
2 a 24, unidades. Pueden utilizarse, por ejemplo, PEG de cadena lineal o ramificada con 12, 20, 24, 36, 40 o 48
unidades de repeticién. Cuando se pretende que el conjugado salga de la circulacién y entre en el tejido, por ejemplo
para su uso en el tratamiento de inflamacidén causada por una enfermedad neoplasica, una infeccién o enfermedad
autoinmunitaria, o por un traumatismo, puede resultar ventajoso utilizar un polimero de menor peso molecular en el
intervalo de hasta 30.000 g/mol. Para aplicaciones en las que se pretende que el conjugado permanezca en
circulacion, puede resultar ventajoso utilizar un polimero de mayor peso molecular, por ejemplo en el intervalo de
20.000 - 75.000 g/mol.

[0092] Preferentemente, el polimero es un polimero sintético y preferentemente es un polimero soluble en agua. El
uso de un polietilenglicol soluble en agua es particularmente preferido para muchas aplicaciones.

[0093] Nuestra solicitud en tramite GB 1418986.4, a partir de la cual la PCT/GB2015/052953 reivindica prioridad,
publicada como WO2016/0630086, se refiere al uso de enlazadores que contienen PEG de una estructura particular, y
estos pueden utilizarse en la presente invencion. Esa solicitud desvela lo siguiente:

"La invencién proporciona un conjugado de una proteina o péptido con un agente terapéutico, de diagnéstico o

etiquetado, conteniendo dicho conjugado una porcién de enlace a proteina o a péptido y una porcién de
polietilenglicol; en la que dicha porcién de enlace a proteina o a péptido tiene la férmula general:
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A—Nu\
\/\/\W'{ Pr
/7
B—Nu

)

en la que Pr representa dicha proteina o péptido, cada Nu representa un nucleéfilo presente en la proteina o
péptido, o unido a estos, cada uno de A y B representa independientemente una cadena de alquileno o alquenileno
C1.4, y W representa un grupo electroatrayente o un grupo obtenido por reduccién de un grupo electroatrayente; y
en la que dicha porcién de polietilenglicol es, o incluye, una cadena de polietilenglicol colgante que tiene un grupo
extremo terminal de formula -CH>CH>OR en la que R representa un dtomo de hidrégeno, un grupo alquilo, por
ejemplo un grupo alquilo Ci.4, especialmente un grupo metilo o un grupo arilo opcionalmente sustituido,
especialmente un grupo fenilo, especialmente un grupo fenilo no sustituido.

La invencién también proporciona un reactivo de conjugaciéon capaz de reaccionar con una proteina o péptido, e
incluye un agente terapéutico, de diagnéstico o etiquetado y una porciéon de polietilenglicol; incluyendo dicho
reactivo de conjugacién un grupo de férmula:

(i) o meo 1

en la que W representa un grupo electroatrayente, A y B tienen los significados proporcionados anteriormente, m
es de O a4, y cada L representa independientemente un grupo saliente; y en la que dicha porcién de polietilenglicol
es, o incluye, una cadena de polietilenglicol colgante que tiene un grupo extremo terminal de férmula -CH>CH-OR
en la que R representa un dtomo de hidrégeno, un grupo alquilo, por ejemplo un grupo alquilo C1.4, especialmente
un grupo metilo o un grupo arilo opcionalmente sustituido, especialmente un grupo fenilo, especialmente un grupo
fenilo no sustituido.

La invencién también proporciona un proceso para la preparacién de un conjugado de acuerdo con la invencién,
que comprende hacer reaccionar una proteina o un péptido con un reactivo de conjugacién de acuerdo con la
invencién.

El conjugado de la invencién puede representarse esquematicamente mediante la férmula:
D\/\/\/Y\/\A F'

en la que D representa el agente terapéutico, de diagnéstico o etiquetado, F' representa el grupo de férmula | y
PEG representa la cadena de polietilenglicol colgante que tiene un grupo extremo terminal de férmula -CH>CH-OR.

(11I)

El reactivo de la invencién puede representarse esquematicamente mediante la formula:

D\/\/\/Y\/\/\ F
PEG
av)

en la que D representa el agente terapéutico, de diagnéstico o etiquetado, F representa el grupo de férmula Il o II'
y PEG representa la cadena de polietilenglicol colgante que tiene un grupo extremo terminal de férmula -
CH2CH2OR. Como se explica a continuacién, la agrupacién funcional F puede reaccionar con dos nucleéfilos
presentes en una proteina o péptido.
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Una porcién de polietilenglicol (PEG) de los conjugados y reactivos de la invencién es, o incluye, una cadena de
PEG colgante que tiene un grupo extremo terminal de férmula -CH.CH-OR en la que R representa un atomo de
hidrégeno, un grupo alquilo, por ejemplo un grupo alquilo Ci.4, especialmente un grupo metilo o un grupo arilo
opcionalmente sustituido, especialmente un grupo fenilo, especialmente un grupo fenilo no sustituido.
Preferentemente, R es un grupo metilo o un atomo de hidrégeno.

El tamafio total de la porcidn de PEG dependera, por supuesto, de la aplicaciéon prevista. Para algunas
aplicaciones, pueden utilizarse PEG de alto peso molecular, por ejemplo, el peso molecular promedio en niumero
puede ser de hasta aproximadamente 75.000, por ejemplo, de hasta 50.000, 40.000 o 30.000 g/mol. Por ejemplo,
el peso molecular promedio en nimero puede estar en el intervalo de 500 g/mol a aproximadamente 75.000. Sin
embargo, se pueden preferir porciones de PEG mas pequefias para algunas solicitudes.

En una realizacién preferida, todo el PEG de la porcién de PEG esta presente en la cadena de PEG colgante. En
otra realizacidn, el PEG también puede estar presente en la cadena principal de la molécula, y esto se comenta
més adelante con mayor detalle.

Aligual que con la porcién de PEG, el tamafio de la cadena de PEG colgante dependera de la aplicacién prevista.
Para algunas aplicaciones, pueden utilizarse cadenas de PEG colgantes de alto peso molecular, por ejemplo, el
peso molecular promedio en nimero puede ser de hasta aproximadamente 75.000, por ejemplo, de hasta 50.000,
40.000 o 30.000 g/mol. Por ejemplo, el peso molecular promedio en numero puede estar en el intervalo de
500 g/mol a aproximadamente 75.000. Sin embargo, para muchas aplicaciones, se pueden usar cadenas de PEG
colgantes mas pequefias. Por ejemplo dicha cadena de PEG puede tener un peso molecular de hasta 3.000 g/mol.
Sin embargo, oligdmeros muy pequefios, que consisten en cadenas distintas de PEG, por ejemplo, de tan solo 2
unidades de repeticién, por ejemplo, de 2 a 50 unidades de repeticion, son Utiles para algunas aplicaciones y estan
presentes como dicha cadena de PEG en una realizacidn preferida de la invencién. La cadena de PEG colgante
puede ser lineal o ramificada. Pueden utilizarse cadenas de PEG, por ejemplo, cadenas lineales o ramificadas con
12, 20, 24, 36, 40 o 48 unidades de repeticion.

PROCESOS DE CONJUGACION

[0094] Los reactivos de conjugacién que contienen un grupo funcional capaz de reaccionar con el anticuerpo o la
porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la invencién pueden hacerse reaccionar con el anticuerpo o la
porcién de unién a antigeno para formar un conjugado, y dicha reaccién forma un aspecto adicional de la invencion.
En una realizacién preferida de este aspecto adicional de la invencidn, un reactivo de conjugacion que tiene una de
las estructuras CI, CI', Cll o CIIlI descritas anteriormente (incluidas todas las subestructuras preferidas) se hace
reaccionar con el anticuerpo o porcidén de unién a antigeno del mismo para formar un conjugado. El producto inmediato
del proceso de conjugaciéon utilizando uno de estos reactivos, es un conjugado que contiene un grupo W
electroatrayente. Sin embargo, el proceso de conjugacidn es reversible en condiciones adecuadas. Esto puede ser
deseable en algunas aplicaciones, por ejemplo, en caso de necesitar la liberacién répida de la carga Util, pero en otras
aplicaciones, es posible que la liberacidén rapida de la carga util no sea deseable. Por lo tanto, puede ser deseable
estabilizar los conjugados reduciendo la fraccion W electroatrayente para dar una fraccién que impida la liberacién de
la carga util. Por consiguiente, el proceso descrito anteriormente puede comprender una etapa opcional adicional de
reducir el grupo W electroatrayente en el conjugado. El uso de un borohidruro, por ejemplo borohidruro sédico,
cianoborohidruro sédico, borohidruro potésico o triacetoxiborohidruro sédico, como agente reductor, es
particularmente preferido. Otros agentes reductores que pueden utilizarse incluyen, por ejemplo, cloruro de estafio (ll),
alcédxidos, tales como alcédxido de aluminio e hidruro de litio y aluminio.

[0095] Por tanto, por ejemplo, una fraccién W que contiene un grupo ceto puede reducirse a una fraccién que
contenga un grupo CH(OH); se puede obtener un grupo éter por reaccién de un grupo hidroxi con un agente
eterificante; se puede obtener un grupo éster por reaccién de un grupo hidroxi con un agente acilante; se puede
preparar un grupo amina a partir de una cetona mediante aminacién reductora; o se puede formar una amida mediante
acilacién de una amina. Una sulfona puede reducirse a un sulféxido, sulfuro o éter tiol. Un grupo ciado puede reducirse
a un grupo amina.

[0096] Una caracteristica clave sobre el uso de los reactivos de conjugacién de féormula Cl o ClIl descritos
anteriormente, es que un grupo saliente de a-metileno y un doble enlace, se conjugan de forma cruzada con una
funcién electroatrayente que sirve como una fraccién activadora de Michael. Si el grupo saliente es propenso a la
eliminacién en el reactivo interfuncional mas que al desplazamiento directo y el grupo electroatrayente es una fraccién
activadora adecuada para la reaccién de Michael, entonces puede producirse una bis-alquilacién intramolecular
secuencial mediante reacciones de Michael y retro Michael consecutivas. La fraccién saliente sirve para enmascarar
un doble enlace conjugado latente que no se expone hasta después de que se haya producido la primera alquilacién
para dar un reactivo de férmula Cl' y la bis-alquilacién es el resultado de reacciones secuenciales e interactivas de
Michael y retro Michael. Los agentes alquilantes interfuncionales pueden contener enlaces multiples conjugados con
el doble enlace o entre el grupo saliente y el grupo electroatrayente.

[0097] Cuando el enlace al anticuerpo o a la porcidén de unién a antigeno del mismo se realiza a través de dos atomos
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de azufre procedentes de un enlace disulfuro en el anticuerpo o en la porcién de unidén a antigeno, el proceso puede
llevarse a cabo reduciendo el enlace disulfuro in situ después de lo cual el producto reducido reacciona con el reactivo
de conjugacidén que tiene una de las estructuras C descritas anteriormente. Preferentemente el enlace disulfuro se
reduce y cualquier exceso de agente reductor se elimina, por ejemplo, mediante intercambio de tampén, antes de
introducir el reactivo de conjugacién. El enlace de disulfuro puede reducirse, por ejemplo, con ditiotreitol,
mercaptoetanol o tris-carboxietilfosfina usando métodos convencionales.

[0098] Las reacciones de conjugaciéon pueden llevarse a cabo en condiciones similares a las de los procesos de
conjugacién conocidos, incluidas las condiciones desveladas en la técnica anterior. Por ejemplo, cuando se utilizan
reactivos de conjugacién que tienen una de las estructuras C descritas anteriormente, la reaccién de conjugacién de
acuerdo con la invencién puede llevarse a cabo en condiciones de reaccién similares a las descritas en los documentos
WO 2005/007197, WO 2009/047500, WO2010/100430, WO 2014/064423 y WO 2014/064424. EI| proceso puede
llevarse a cabo, por ejemplo, en un disolvente 0 mezcla de disolventes en la que todos los reactivos sean solubles.
Por ejemplo, se puede permitir que la proteina reaccione directamente con el reactivo de conjugacién de polimero en
un medio de reaccién acuoso. Este medio de reaccién también puede estar tamponado, dependiendo de los requisitos
de pH del nucledfilo. EI pH éptimo para la reaccién normalmente sera de al menos 4,5, normalmente entre
aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,5, preferentemente de aproximadamente 6,0 a 7,5. Las condiciones
optimas de reacciéon dependeran, por supuesto, de los reactivos especificos empleados.

[0099] Las temperaturas de reaccién entre 3-40 °C son generalmente adecuadas cuando se usa un medio de
reacciébn acuoso. Las reacciones realizadas en medios organicos (por ejemplo THF, acetato de etilo, acetona,
acetonitrilo, DMF, DMSO) normalmente se realizan a temperaturas ambientales. En una realizacién preferida, la
reaccion se lleva a cabo en tampédn acuoso que puede contener una proporcién de disolvente orgéanico, por ejemplo
hasta el 20 % en volumen de disolvente organico, normalmente del 5 al 20 % en volumen de disolvente organico.

[0100] EI anticuerpo o la porcién de unién a antigeno puede conjugarse de manera eficaz usando un equivalente
estequiométrico o un exceso ligero de reactivo de conjugacién. Sin embargo, también es posible realizar la reaccién
de conjugaciéon con un exceso de reactivo de conjugacion, y esto puede ser deseable para algunas proteinas. El
exceso de reactivo se puede eliminar facilmente por medios convencionales, por ejemplo, intercambio i6nico o
cromatografia HPLC, durante la posterior purificacién del conjugado.

[0101] Por supuesto, es posible conjugar més de un reactivo de conjugacién con el anticuerpo o la porcién de unién
a antigeno, cuando el anticuerpo contiene suficientes puntos de unién adecuados. Por ejemplo, en un anticuerpo que
contiene dos enlaces disulfuro diferentes o en un anticuerpo que contiene un enlace disulfuro y que también lleva una
etiqueta de polihistidina, es posible conjugar dos moléculas del reactivo por molécula de anticuerpo. Los anticuerpos
contienen generalmente 4 enlaces disulfuro adecuados y, mediante una eleccion adecuada de las condiciones de
reaccion, es posible conjugar un enlazador que lleve una carga Util a través de cada enlace disulfuro. Si cada enlazador
lleva una Unica carga Util, esto da un conjugado con una relacién de anticuerpo y farmaco (DAR) de 4. Como se ha
descrito anteriormente, pueden unirse copias adicionales de la carga util utilizando enlazadores ramificados.

[0102] Cuando el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno del mismo se conjuga con un metal radiactivo o con
un ion paramagnético, entonces, en algunas realizaciones, para unir estos iones, el metal radiactivo o el ion
paramagnético puede reaccionar con un reactivo que tenga una cola larga con uno 0 mas grupos quelantes unidos a
la cola larga. En algunas realizaciones, el reactivo puede llevar un grupo reactivo disefiado para unir de manera
covalente el anticuerpo o la porcién de unién al antigeno del mismo. Dicha cola larga puede ser un polimero tal como
polilisina, un polisacarido, polietilenglicol (PEG) u otra cadena derivatizada o derivatizable que tenga grupos colgantes
a los que se pueda unir un grupo quelante para unir los iones. Como ejemplos de grupos quelantes que pueden usarse
de acuerdo con las realizaciones del presente documento se incluyen, aunque sin limitacién, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), éacido dietilentriaminopentaacético (DTPA), DOTA, NOTA, NODAGA, NETA,
deferoxamina (Df, que también puede denominarse DFO), porfirinas, poliaminas, éteres corona, bistiosemicarbazonas,
polioximas y grupos similares. Los mismos quelatos, cuando forman complejos con metales no radioactivos, tales
como manganeso, hierro y gadolinio, son Utiles para la RM (resonancia magnética), cuando se utilizan junto con el
anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo y los transportadores descritos en el presente documento. Los
quelatos macrociclicos tales como NOTA, NODAGA, DOTA y TETA son de utilidad con diversos metales y
radiometales incluyendo, sin limitacidn, radionlclidos de galio, itrio y cobre, respectivamente. Pueden utilizarse otros
quelatos anulares, tales como poliéteres macrociclicos, que son de interés para unir radionuclidos de forma estable,
tal como Radio-223 para inmunoterapia radiactiva (RAIT, radioactive immunotherapy). En determinadas realizaciones,
pueden utilizarse residuos quelantes para unir un agente de obtencion de imagenes PET (positron emission computed
tomography, tomografia computarizada de emision positronica), tal como un complejo de Aluminio-'3F o Circonio-89,
con una molécula de direccionamiento, para su uso en analisis de PET.

UTILIDAD Y COMPOSICIONES
[0103] Los anticuerpos y porciones de unién a antigeno de los mismos de la invencién, y los conjugados de la

invencién, encuentran uso en el tratamiento, la prevencion o el diagnéstico de enfermedades y afecciones mediadas
por PSMA o caracterizadas por una mayor expresion de PSMA. Por lo tanto, la invencién proporciona un anticuerpo o
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una porcién de unién a antigeno del mismo de la invencién o un conjugado de la invencion, para su uso en diagnéstico
o terapia, especificamente, para su uso en el diagnéstico, el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién
mediada por PSMA o caracterizada por una mayor expresion de PSMA. La invencidn también encuentra utilidad en
un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o caracterizada por una
mayor expresién de PSMA, que comprende administrar, a un sujeto que lo necesite, un anticuerpo o una porcién de
unién a antigeno del mismo o un conjugado de la invencién, en una cantidad eficaz para tratar o prevenir la enfermedad
o afeccidén. En el presente documento también se describe el uso de un anticuerpo o de una porcién de unién a
antigeno del mismo o de un conjugado de acuerdo con la invencidn, para su uso en la fabricacién de un medicamento
para el diagnéstico, el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o caracterizada
por una mayor expresiéon de PSMA.

[0104] En algunas realizaciones, la enfermedad mediada por PSMA es un cancer, tal como cancer de prostata o un
cancer que no es de préstata (incluidos los canceres que no son de prostata descritos en cualquier otra parte del
presente documento). Un cancer que no es de préstata se selecciona preferentemente del grupo que consiste en
cancer de vejiga, incluido carcinoma de células de transicion; cancer de péancreas, incluido carcinoma del conducto
pancreatico; cancer de pulmén, incluido carcinoma de pulmdn no microcitico; cancer de rifién, incluido carcinoma de
células renales convencional; sarcoma, incluido sarcoma de tejido blando; cancer de higado, incluido adenocarcinoma
metastasico; cancer de mama, incluido carcinoma de mama; cancer de cerebro, incluido glioblastoma multiforme;
carcinoma neuroendocrino; cancer de colon, incluido carcinoma colénico; cancer testicular, incluido carcinoma
embrionario testicular, y melanoma, incluido melanoma maligno. Los tratamientos mas eficaces contra el cancer
requieren generalmente la administracién conjunta de varios farmacos. Por tanto, se prefiere que el agente activo de
la invencién se administre junto con al menos un agente quimioteréapico adicional.

[0105] En otro aspecto més, la presente invencién encuentra utilidad en un método de uso de anticuerpos o
porciones de unidén a antigeno de los mismos o conjugados de la invencién, para detectar in vitro o in vivo la presencia
de antigeno PSMA en una muestra, p. ej., para diagnosticar una enfermedad relacionada con el PSMA (por ejemplo
una enfermedad relacionada con el PSMA humano). En algunos métodos, esto se logra poniendo en contacto una
muestra a analizar, junto con una muestra de control, con un anticuerpo de la invencién o con una porcién de unién a
antigeno del mismo o con un conjugado de la invencién (incluyendo una molécula biespecifica 0 multiespecifica), en
condiciones que permitan la formacién de un complejo entre el anticuerpo y el PSMA humano. Un ensayo de este tipo
puede realizarse in vitro. La formacién de complejos se detecta (p. ej., mediante ELISA) después en las muestras de
prueba, y cualquier aumento estadisticamente significativo en la formacién de complejos entre las muestras de prueba
y las de control es indicativo de la presencia de PSMA en la muestra de prueba.

[0106] En otras realizaciones, la presente invencién puede utilizarse en un método de diagnéstico de una
enfermedad o afeccién mediada por PSMA o caracterizada por una mayor expresion de PSMA, que comprende
administrar a un sujeto que tiene o que se sospecha que tiene una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o
caracterizada por una mayor expresion de PSMA, un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo o un
conjugado de la invencién, conjugado con un agente de diagnéstico; exponer al sujeto a un método de obtencién de
imagenes para visualizar el anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo o el conjugado marcado, y
determinar que el sujeto tiene una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o caracterizada por una mayor expresién
de PSMA.

[0107] Con fines de diagnéstico in vivo, un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de la invencién,
esta preferentemente en forma de un conjugado en el que el anticuerpo esta marcado con un marcador detectable
como ha descrito anteriormente. Los marcadores detectables incluyen marcadores radiactivos o fluorescentes. Los
radiomarcadores que pueden utilizarse en el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigeno que se va a
administrar incluyen, por ejemplo, actinio (**®Ac), astato (*''At), bismuto (*'Bi o 2'?Bi), carbono ('C), cobalto (°’Co),
cobre (87Cu), fltior ('3F), galio (%3Ga o %7Ga), holmio ('®Ho), indio ("'®In, 1"3In, "2In 0 "In), yodo ('3'I, 1251, 123] o 121]),
plomo (?2Pb), lutecio ('77Lu), paladio ('°Pd), fésforo (32P), platino ('%5Pt), renio ('®Re o '®Re), rodio ('°°Rh), rutenio
(%’Ru), samario (%3Sm), escandio (*/Sc), tecnecio (°Tc), iterbio ('*°Yb o 175Yb), o itrio (*°Y). En la técnica también se
conocen bien cuales son los marcadores fluorescentes adecuados para su uso con anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos.

[0108] Cuando se marca con un radionlclido apropiado (p. €j., el emisor de positrones Yodo-124, Cobre-64, Fllor-
18, Galio-68 y/o Circonio-89 para imagenes PET) o con un fluoréforo (para la obtencién de imagenes fluorescentes),
el anticuerpo o la porcidén de unién a antigeno del mismo, puede utilizarse para obtencién de imagenes preclinicas y/o
clinicas de los pacientes. El anticuerpo o la porcién de unién a antigeno del mismo, también puede utilizarse como un
posible agente de obtencién de iméagenes SPECT (single-photon emission computed tomography, tomografia
computarizada de emisién monofoténica) simplemente cambiando el radiomarcador por radionuclidos de emisién
monofotdnica, tales como Indio-111, Yodo-123 y Lutitium-177.

[0109] En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composiciéon farmacéutica o de diagnéstico que
comprende un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la invencién, o un conjugado
de acuerdo con la invencién, junto con un transportador farmacéuticamente aceptable. La composicién también puede
contener, si se desea, un principio activo adicional.
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[0110] A menos que se indique lo contrario, los reactivos disponibles en el comercio, a los que se hace referencia
en los Ejemplos, se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La fuente de células en los Ejemplos y
a lo largo de la memoria descriptiva se identifica en cada caso con los nimeros de registro ECACC o ATCC. ECACC
(European Collection of Cell Cultures) es la Coleccién Europea de Cultivos Celulares, Salisbury, Inglaterra, mientras
que ATCC (American Type Culture Collection) es la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Manassas, EE. UU. A
menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente documento
tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto en la materia a la que pertenece esta
invencién. A continuacién se describen métodos y materiales ilustrativos, aunque también pueden utilizarse métodos
y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la préactica o prueba de la presente

invencioén.

Lista de abreviaturas

[0111]
Abreviatura Descripcion
2TYAG 2x caldo TY que contiene ampicilina (100 pg/ml) y glucosa en el porcentaje especificado
2TYAK 2x caldo TY que contiene ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (50 pg/ml)
CDA40L Ligando de CD40
CDR Regién determinante de complementariedad de un anticuerpo, numerada de 1 a 3 por regién variable
CMV Citomegalovirus
Eco,1%) Absorbancia de una solucién de proteina de 1 mg/ml.
ELISA Ensayo de inmunoadsorcién enzimatica
FW Regién marco de una regién variable de anticuerpo
HBS-EP+  Solucidn salina tamponada con HEPES que contiene EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 % v/v
Clso Concentracién de anticuerpo de prueba que inhibe la unién competitiva al 50 %
1gG Inmunoglobulina G
IPTG Isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido
Ka Constante de velocidad de asociacion
Kq Constante de velocidad de disociacién
Kb Constante de disociacién (ka/ka)
MHC Complejo principal de histocompatibilidad
Pm Peso molecular
DO2s0nm Densidad 6ptica medida a 280 nm
PBS Solucién salina tamponada con fosfato
PBSM Solucién salina tamponada con fosfato con leche en polvo Marvel al 3 % p/iv
PBST Solucién salina tamponada con fosfato con Tween-20 al 0,05 % viv
PCR Reaccidén en cadena de la polimerasa
Rmax Nivel de unién del analito en UR
UR Unidades de resonancia
scFv Fragmento variable monocatenario
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
Sm Estequiometria de unién
TES Tris HCI 200 mM, pH 8,0, EDTA 0,5 mM, Sacarosa 0,5 M
TMB 3,3', 5,5'-Tetrametilbencidina
Regién V. Regidn variable de una cadena de anticuerpo
VH Regién variable de cadena pesada
VK Regién variable de cadena ligera kappa

Ejemplo 1: Expresidn y purificacién de anticuerpos

[0112] Las variantes VH y VK y las secuencias comparadoras de anticuerpos de la técnica anterior se subclonaron
en los vectores de expresién pANT, pANT17.2 y pANT13.2 para cadenas pesadas de IgG1 y para cadenas ligeras
kappa (Km3), respectivamente (Figura 1). Las secuencias VH y Vk se amplificaron por PCR utilizando cebadores que
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introdujeron sitios de enzimas de restriccién flanqueantes para la clonacién. Las regiones VH se clonaron utilizando
los sitios Miul y Hindlll en marco con el gen de la cadena pesada y1 humana (alotipo G1m3 (G1m(f)), y las regiones
VK se clonaron usando los sitios de restriccion BssHIl y BamH | en marco con el gen de la regién constante de la
cadena ligera kappa humana (alotipo Km3). La transcripcién de genes de cadena pesada y ligera estaba bajo el control
del promotor I/E de CMV y el plasmido pANT17 contenia un minigen de dhfr mutante, bajo el control de un promotor
de SV40, y la secuencia de poliA para la selecciéon en células eucariotas. Todas las construcciones se confirmaron
mediante secuenciacién. Tanto pANT17.2 como pANT13.2 contenian un gen de B-lactamasa (ApR) gen para la
seleccién procariota y un origen de replicacién pMB1 para la propagacién en células procariotas. Todos los plasmidos
se propagaron en E. coli XL1-blue (Stratagene).

[0113] Se seleccionaron cuatro secuencias de cadena pesada (designadas SEQ ID No 5,7, 9y 11) y tres de cadena
ligera (designadas SEQ ID No 6, 8 y 10). Los ADN variantes de VH se combinaron con los ADN variantes de Vk. Estas
combinaciones se transfectaron transitoriamente en células adherentes HEK EBNA (ATCC®, CRL-10852™) usando un
método de transfeccién PE| y se incubaron durante 5-7 dias después de la transfeccién. Los sobrenadantes se
utilizaron para el analisis de SPR de ciclo Unico o los anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes de cultivos
celulares en columnas de proteina A sefarosa (GE Healthcare), con tampén intercambiado en PBS pH 72 vy
cuantificado por DO2sonm Utilizando un coeficiente de extincién basado en la secuencia de aminoacidos predicha. Los
anticuerpos que se prepararon se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1:

Nombre del anticuerpo Cadena pesada Cadena ligera
AB-01* Progenitor/Molde SEQ ID No 12 SEQ IDNo b6
AB-02 SEQ IDNo b5 SEQ IDNo b6
AB-03* SEQ IDNo7 SEQ IDNo 8
AB-04* SEQ IDNo 9 SEQ IDNo 8
AB-05* SEQ IDNo b5 SEQ ID No 10
AB-06* SEQ ID No 11 SEQ ID No 10
AB-07* SEQ ID No 12 SEQ ID No 10
AB-08* SEQ ID No 13 SEQ ID No 14
AB-09* SEQ ID No 15 SEQ ID No 16
J591 AB-10* desinmunizado SEQ IDNo 3 SEQ ID No 4
*anticuerpo que no esta dentro del alcance de la invencién reivindicada.

[0114] Los anticuerpos AB-08, AB-09 y AB-10 son anticuerpos de la técnica anterior. El anticuerpo murino J591 tiene
la secuencia de aminoacidos de cadena pesada SEQ ID No 1 y la secuencia de aminoacidos de cadena ligera SEQ
ID No 2. Las secuencias se muestran alineadas entre si en la Figura 5.

[0115] Las secuencias de ADN utilizadas para la expresién de las distintas cadenas de anticuerpos se muestran en
la Figura 4.

Ejemplo 2: Analisis de Anticuerpos mediante ELISA competitivo FACS (ejemplo no dentro del alcance de la invencidn
reivindicada)

[0116] La unién de las variantes de J591 al antigeno PSMA se evalué en un ELISA FACS competitivo frente al
anticuerpo de referencia J591 desinmunizado (AB-10). El anticuerpo AB-10 se marcé con fluorescencia utilizando el
kit de etiquetado de anticuerpos AlexaFluor 488 (Molecular Probes, Paisley, RU). Se recogieron células NSO que
expresaban el PSMA (Clon 6/2F4, 3x10° células por tincion), se lavaron una vez con PBS de Dulbecco (PAA
Laboratories, Yeovil, RU), se resuspendieron en tampén de bloqueo (PBS que contenia BSA al 1 %/azida sbdica al
0,05 %, suero de cabra al 2,5 %) y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Los anticuerpos
humanizados de prueba a diversas concentraciones se premezclaron con una concentracidén constante de anticuerpo
AB-10 marcado con Alexa-fluor 488 (concentracién final de 0,5 ug/ml). Después, las células bloqueadas se
resuspendieron en 150 pl/pocillo de las mezclas de anticuerpos prediluidas y se incubaron en hielo durante 1 hora.
Después de la incubacidn, las células se lavaron 2x con PBS que contenia BSA al 1 %/azida sédica al 0,05 %, se
transfirieron a tubos FACS y se analizaron en un instrumento FACScalibur, Becton Dickinson (Becton Dickinson,
Oxford, RU), recogiendo 15000 acontecimientos por tubo. Los datos se analizaron trazando la intensidad de
fluorescencia media geométrica frente a la concentracién de anticuerpos de prueba. Como se muestra en la figura 2,
AB-01 muestra un perfil de unién muy similar al del AB-10, con valores de CI50 de 0,46 y 0,42 ug/ml respectivamente.

Ejemplo 3: Medicién de los anticuerpos madurados por afinidad mediante Biacore

[0117] Los experimentos cinéticos se realizaron en un Biacore T200, ejecutando el programa informatico de
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evaluacién Biacore T200 V2.0.1. Todos los experimentos se ejecutaron a 25 °C con tampén de ejecucién HBS-EP+
(solucién salina tamponada con Hepes + EDTA 3 mM y tensioactivo P20 al 0,05 % (v/v), pH 7,4) (GE Healthcare).

[0118] Todos los experimentos cinéticos se realizaron utilizando como analito PSMA humano recombinante (R&D
Systems). En todos los experimentos, los anticuerpos se inmovilizaron en una superficie de microplaca detectora con
proteina A de la serie S (GE Healthcare). Para los experimentos cinéticos, la cantidad de ligando
inmovilizado/capturado debe limitarse para impedir efectos de transferencia de masa en la superficie de la microplaca,
e idealmente, la superficie deberia tener un nivel de unién de analito (Rmax) de 50-150 UR. Utilizando un PM de 80 kDa
para el analito PSMA, de 150 kDa para el ligando del anticuerpo (valor estimado para la 19G), 50 UR para el Rnx v la
estequiometria (Sm,) como 2 debido a la capacidad de cada anticuerpo para unirse a 2 moléculas diana, se fijé un nivel
de respuesta especifico de 50 UR para la captura de todos los anticuerpos de muestra.

Analisis de ciclo Unico

[0119] Se realizd un analisis cinético de ciclo Unico en los sobrenadantes de células HEK EBNA transfectadas
transitoriamente. Los anticuerpos se diluyeron en HBS-EP+ a una concentracién de 0,5 pg/ml (segln lo determinado
mediante un ELISA cuantitativo de IgG). Al inicio de cada ciclo, los anticuerpos se cargaron en Fc2, Fc3 'y Fc4 de una
microplaca de proteina Ay las IgG se capturaron a un caudal de 10 pl/min para dar una UR de ~50. Después, se dejd
que la superficie se estabilizara. Los datos cinéticos de ciclo Unico se obtuvieron a un caudal de 40 pl/min para
minimizar cualquier efecto posible de transferencia de masa. Se realizaron multiples repeticiones del anticuerpo AB-
01 para comprobar la estabilidad de la superficie y del analito durante los ciclos cinéticos. La sefial del canal de
referencia Fe¢1 (sin anticuerpo) se resté de la del Fc2, F.3 y Fo4 para corregir diferencias en la unién no especifica a
una superficie de referencia. Se utilizé un intervalo de dilucién con factor 2 de 3 puntos de PSMA de 12,5 a 50 nM sin
regeneracidn entre cada concentracién. La fase de asociacién para las 3 inyecciones de concentraciones crecientes
de PSMA se controlé durante 200 segundos y se midié una Unica fase de disociaciéon durante 300 segundos después
de la dltima inyecciéon de PSMA. La regeneracién de la superficie de la proteina A se realizé utilizando 2 inyecciones
de glicina-HCL 10 mM, pH 1,5, seguido de un periodo de estabilizacién de 400 segundos.

Analisis de ciclos miiltiples

[0120] Para el analisis cinético de ciclos multiples, el anticuerpo purificado se inmovilizé en HBS-EP+ a una
concentracién de proteina de 0,5 pg/ml. Al inicio de cada ciclo, el anticuerpo se capturd en proteina A para dar una
UR de ~50 y se dejd que la superficie se estabilizara. Los datos cinéticos se obtuvieron a un caudal de 35 pl/min para
minimizar cualquier efecto posible de transferencia de masa. Se programaron multiples repeticiones del blanco (sin
PSMA) y una repeticién de una Unica concentraciéon del analito en la ejecucidn cinética para comprobar la estabilidad
tanto de la superficie como del analito a lo largo de los ciclos cinéticos. Para el anélisis cinético, se seleccion6 un
intervalo de dilucién de factor 2 de PSMA de 100 a 3,125 nM. La fase de asociacién de PSMA se monitorizé durante
600 segundos y la fase de disociacidén se midié durante 1200 segundos. La regeneracién de la superficie de la proteina
A se realizé utilizando 2 inyecciones de glicina-HCL 10 mM, pH 1,5, al final de cada ciclo.

[0121] La sefal del canal de referencia F.1 se restd de la del Fc2, F:3 y Fc4 para corregir las diferencias en la unién
no especifica a una superficie de referencia, se utilizé un parametro de Rnax global en el modelo de unién 1 a 1. La Kp
relativa en comparacién con el mAb AB-01 se calculd dividiendo la Kp de las variantes entre la del mAb AB-01 en la
misma microplaca.

Tabla 2a:

Nombre del anticuerpo KD (M) KD relativa
AB-01* 5,53 E-10 1,00
AB-02 2,80 E-10 1,98
AB-04* 3,54 E-10 1,56

Tabla 2b:

Nombre del anticuerpo KD (M) KD relativa
AB-01* 4,45 E-10 1,00
AB-03* 2,45 E-10 1,82

Tabla 2c¢:

Nombre del anticuerpo KD (M) KD relativa
AB-01* 4,13 E-10 1,00
AB-05* 2,24 E-10 1,84
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Tabla 2d:
Nombre del anticuerpo KD (M) KD relativa
AB-01* 5,05 E-10 1,00
AB-06* 3,42 E-10 1,48
Tabla 2e:
Nombre del anticuerpo KD (M) KD relativa
AB-01* 4,69 E-10 1,00
AB-07* 3,58 E-10 1,31
*anticuerpo que no esta dentro del alcance de la invencién reivindicada.

[0122] Los datos mostrados en las Tablas 2a a 2e muestran que cada uno de estos anticuerpos posee mejor afinidad
por el antigeno PSMA que el anticuerpo AB-01 analizado mediante analisis Biacore. Como el anticuerpo AB-01 tiene
esencialmente la misma afinidad por el antigeno PSMA que el conocido anticuerpo J591 desinmunizado (en el
presente documento AB-10, véase el Ejemplo 2 anterior), se observa que los anticuerpos de la presente invencion
tienen mejor afinidad por el antigeno PSMA que los anticuerpos J591 de la técnica anterior.

[0123] Ejemplo 4: Comparacidon de la estabilidad de los anticuerpos anti-PSMA mediante la prueba de estrés por
calor Se incubaron muestras de anticuerpos (0,5 mg/ml en PBS) a 75 °C durante 30 minutos, seguido de una
incubacién en un bafio con hielo durante 5 minutos antes de analizar su grado de agregacién. El andlisis de las
soluciones de los anticuerpos se llevé a cabo mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, Size Exclusion
Chromatography) y con mediciones de turbidez.

SEC:

[0124] La SEC se realiz6 utilizando una columna de gel Super SW 3000 de TOSOH Bioscience TSK. Se control6 la
absorbancia de UV a 280 nm durante una elucién isocréatica con un tampén de fosfato de potasio 0,2 M, pH 6,8 (cloruro
de potasio 0,2 M e isopropanol al 15 %). Los tiempos de elucién y el nimero de picos indican si la muestra contiene
anticuerpo agregado, degradado u originario. El % de &rea bajo la curva (Abs280) se utilizé para determinar la cantidad
de cada especie presente en el analisis SEC.

Resultados:
[0125] Los resultados de los ensayos de estabilidad se muestran en la Tabla 3. A partir de este anélisis, puede

observarse que los anticuerpos de la técnica anterior AB-08, AB-09 y AB-10 son menos estables que los anticuerpos
AB-02 a AB-06 de la presente invencién.

Analisis de anticuerpos-prueba de estrés Agikr):acinformacién originaria Ab en forma agregada
post. (%) (%)
AB-02 10 90
AB-03* 36 64
AB-04* 27 73
AB-05* 2 98
AB-06* 2 98
J591 desinmunizado AB-10* 0,4 99,6
AB-08* 0 100
AB-09* 0 100
*anticuerpo que no esta dentro del alcance de la invencién reivindicada.

Ejemplo 5: Conjugacién de anticuerpos anti-PSMA con el reactivo de maleimida mc-vc-PAB-MMAE para producir
conjugados

[0126] Anticuerpos anti-PSMA, AB-02, AB-03*, AB-04*, AB-05*, AB-06*, AB-08* y AB-09* (*anticuerpo que no esta
dentro del alcance de la invencién reivindicada), se conjugaron como se describe a continuacién para producir los

[0127] Cada uno de los anticuerpos anti-PSMA a una concentracién de 5,2 mg/ml en tampén de reaccién (fosfato
de sodio 20 mM, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM, pH 7,5), se calenté a 40 °C durante 15 min. Se afiadié TCEP (2 eq.) a
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cada soluciéon de mAb, se mezclé cuidadosamente y se incubd a 40 °C durante 1 h antes de dejarlo enfriar a 22 °C.
El reactivo de maleimida, mc-val-cit-PAB-MMAE (Concortis Biosystems), se disolvié en DMF para dar una solucién
madre de 2,1 mM. Las soluciones de mAb reducidas se diluyeron a 4,2 mg/ml con tampdn de reaccién, se afiadié mc-
val-cit-PAB-MMAE (4 eq. por mAb) y la reaccién se mezclé cuidadosamente y se incub6 a 22 °C durante 1,5 h.
Finalmente las reacciones se trataron con N-acetil-L-cisteina 50 mM (20 eq. sobre reactivo) y se incubaron a 22 °C
durante 1 h. Las mezclas de conjugacién en bruto se analizaron mediante cromatografia de interaccién hidréfoba. Las
reacciones en bruto se diafiltraron (Vivaspin 6, membrana de PES de 30 kDa) frente a DPBS, pH 7,1-7,5 para eliminar
los reactivos y concentrar los conjugados. Las muestras concentradas se intercambiaron con tampén en DPBS, pH
7,1-7,5 mediante filtracién en gel y después se filtraron con membranas esterilizadas (membranas de PVDF de
0,22 pm).

[0128] Los conjugados purificados se analizaron mediante cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC, hydrophobic
interaction chromatography) utilizando una columna TOSOH TSK-gel Butil-NPR. Se analizd el area de cada pico
obtenido para cada variante de la relacidén de anticuerpo y farmaco (DAR), (identificada por la relacién de los maximos
de absorbancia UV para el farmaco (248 nm) y el anticuerpo (280 nm) y el orden de elucién de los picos). La DAR
promedio se calculd tomando la suma del area integrada de cada variante de DAR multiplicada por la DAR y dividiendo
este valor entre el area total integrada. Los valores de la DAR promedio obtenidos en cada conjugacién fueron de 3,5
(£0,2).

Ejemplo 6: Andlisis de conjugados de anticuerpo y farmaco y carga Util libre mediante ensayo de viabilidad celular in
vitro

[0129] Las eficacias in vitro de los CAF 1 a 7, preparados como se describe en el Ejemplo 4, se determinaron
midiendo su efecto inhibidor sobre el crecimiento celular de lineas celulares de cancer que sobreexpresan PSMA.

[0130] La pérdida de viabilidad de las células tumorales después del tratamiento in vitro con los farmacos citotoxicos
o los CAF, puede medirse cultivando lineas celulares en presencia de concentraciones en aumento de farmacos o
CAF y cuantificando la pérdida de proliferacion o actividad metabdlica usando el reactivo de luminiscencia CellTiter-
Glo® (Promega). El protocolo describe la siembra de células, el tratamiento farmacolégico y la determinacién de la
viabilidad celular en referencia a células no tratadas basandose en la sintesis de ATP, que esta directamente
relacionada con la cantidad de células presentes en el pocillo.

[0131] Las lineas de células tumorales LNCaP (CRL-1740) se adquirieron en la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (ATCC). Se cultivaron células LNCaP y C4-2 en medio RPMI-1640 que contenia glutamina 2 mM (Life
Technologies®), suero fetal bovino al 10 %, penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Las células se mantuvieron
como se describe en las hojas de informacidén del producto y siguiendo las recomendaciones generales de la ATCC
de cultivo de tejidos. Las células se cultivaron de acuerdo con las recomendaciones de la ATCC y las referencias
citadas en esta, por ejemplo, Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique by R. lan Freshney 32 edicién,
publicada por Alan R. Liss, N.Y. 1994, o 52 edicién publicada por Wiley-Liss, N.Y. 2005.

[0132] Elensayo de viabilidad celular se llevd a cabo utilizando el reactivo de luminiscencia Cell-Titer Glo®, como se
describe en las instrucciones del fabricante, (Promega Corp. Technical Bulletin TB288; Lewis Phillips G.D, Cancer Res
2008; 68:9280-9290). La luminiscencia se registrd utilizando un lector de placas (por ejemplo, el lector de placas
Spectramax M3 de Molecular Devices) y los datos se analizaron posteriormente utilizando un modelo de regresién no
lineal de cuatro parametros.

[0133] Sise representa en un grafico, la viabilidad se expresé como % de células sin tratar y se calculé utilizando la
siguiente férmula:

Luminiscenciamuestra-LUminiscenciasin control cetutar

% de Viabilidad = 100 x — - — -
Luminiscenciasin trata~LUminiscenciasin control cetular

[0134] EIl % de viabilidad (eje Y) se representé frente al logaritmo de la concentracién del farmaco en nM (eje X) para
extrapolar los valores de CI50 de todos los conjugados asi como de los farmacos libres. Las células LNCaP (clon
FGC) y C4-2 positivas para PSMA se separaron con TrypLE y se resuspendieron en medio completo. Las células se
contaron utilizando camaras de recuento Neubauer desechables y la densidad celular se ajusté a 10x10* células/ml
en el caso de LNCaP y a 2x10% células/ml en el caso de C4-2. Las células se sembraron (100 pl/pocillo) en placas de
96 pocillos blancas de paredes opacas tratadas con cultivo tisular (C4-2) o recubiertas con poli-D-lisina (LNCaP) y se
incubaron durante 24 h a 37 °C y con COz al 5 % antes del ensayo.

[0135] Se prepararon diluciones en serie de ocho puntos de los CAF o farmaco libre por triplicado en el medio de
cultivo relevante. Las lineas celulares se trataron con concentraciones de CAF de 50-0,00064 nM. Se usé MMAE a
500-0,0064 nM en células C4-2 y a 10.000-0,128 nM en células LNCaP. El medio de la placa que contenia las células
adherentes se eliminé y se reemplazé por 100 pl/pocillo de los compuestos diluidos en serie. Después, las células se
incubaron a 37 °C y con CO; al 5 % durante 96 h mas.
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[0136] Como se muestra en la tabla 4, en el intervalo de concentraciéon probado, todos los CAF pudieron inhibir
especificamente la proliferacién de células LNCaP y C4-2 que expresaban el PSMA.

5 Tabla 4: Valores de Clso que muestran el efecto antiproliferativo de los CAF y la carga util libre de MMAE en células

LNCaP y C4-2.

LNCaP C4-2
CAF/Farmaco IC50 (nM) IC50 (nM)
1
AB-02-mc-val-cit-PAB-M MAE 0,61 0.18
2 0,70 0,22
AB-03-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
3 0,67 0,21
AB-04-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
4 1,27 0,41
AB-05-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
3 0,78 0,26
AB-06-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
5 1,03 0,31
AB-08-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
z 0,89 0,24
AB-09-mc-val-cit-PAB-MMAE* ' '
MMAE* 2,23 0,63
*CAF/farmaco no dentro del alcance de la invencién reivindicada.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une al PSMA y que comprende un dominio
variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, en donde el dominio variable de cadena pesada
comprende la secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 5 y el dominio variable de cadena ligera comprende la
secuencia proporcionada en SEQ ID NO: 6.

2. Un polinucleétido que codifica un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la
reivindicacioén 1.

3. Un vector que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 2.

4. Una célula hospedadora que comprende un vector de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Un conjugado de anticuerpo que comprende un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo
con la reivindicacién 1 y una carga util, por ejemplo, un agente terapéutico, de diagnéstico o etiquetado, y/o un

polimero.

6. Un conjugado de anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la carga Util esta unida al anticuerpo o a
la porcién de unién a antigeno del mismo a través de una porcidén de enlace que tiene la férmula general:

A—Nu\
\/\/\W'{ Pr
Ve
B——Nu

)

en la que Prrepresenta dicho anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo, cada Nu representa un nucleéfilo
presente en el anticuerpo o en la porcién de unién a antigeno del mismo, o unido a estos, cada uno de A y B representa
independientemente una cadena de alquileno o alquenileno Cq.4, y W' representa un grupo electroatrayente o un grupo
obtenido por reduccién de un grupo electroatrayente, por ejemplo un grupo ceto -CO-.

7. Un conjugado de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que la porcién de enlace tiene la férmula:

H
Nu

~
\VAYAYHe) /F“r AVAVAS

@
=
<

(Ib) o
8. Un conjugado de acuerdo con la reivindicaciéon 5, que tiene la formula general:

(((Dg-LK"), -P1), -Lk2-LKk3)e-Ab (I

en la que D representa la carga util;

g representa un nimero entero de 1 a 10;

Lk representa un enlazador;

r representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo c-valente -P2-NH- donde c es de 2 a 11 y P2 es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH>-CH2>- 0 unidad de etilenglicol -O-CH>-CHo-;

p representa un numero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador d-valente donde d es de 2 a 11 y que consta de 1 a 9 restos de aspartato
y/o de glutamato;

Lk3 representa un enlazador de la formula general:

-CO-Ph-Y-Z-  (All)

en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; Y representa un grupo CO o un grupo CH.OH; y Z
representa un grupo de férmula:
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G H,~CH e G H
B
(Alll) Qo {AIV)

en la que cada uno de Ay B representa un grupo alquileno o alquenileno C1.4;

Ab representa un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con reivindicacién 1, que se
une a Lk® a través de dos atomos de azufre procedentes de un enlace disulfuro en el anticuerpo o en la porcién de
unién a antigeno del mismo; y

e representa un nimero entero de 1 a s, donde s es el nimero de enlaces disulfuro presentes en el anticuerpo o
en la porcion de unién al antigeno del mismo antes de conjugarse con Lk3.

9. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que la carga Util es o incluye una
auristatina o un maitansinoide.

10. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, que incluye un radioisétopo, por
ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en Yodo-131, Itrio-90, Lutecio-177, Cobre-67, Astatina-211, Plomo-
212/Bismuto-212, Actinio-225Bismuto-213 y Torio.

11. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que la carga util es o incluye un
marcador detectable seleccionado del grupo que consiste en al menos una de una sustancia radiactiva, un colorante,
un agente de contraste, un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, una enzima, un agente
potenciador o una nanoparticula.

12. Un anticuerpo o una porcidén de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, o un conjugado de
anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, para su uso en diagnéstico o terapia.

13. Un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, o un conjugado de
anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, para su uso en el diagnéstico, el tratamiento
o la prevencién de una enfermedad o afeccién mediada por PSMA o caracterizada por una mayor expresién de
PSMA.

14. Un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, o un conjugado de
anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, para su uso de acuerdo con la reivindicacién
13, en donde la enfermedad mediada por PSMA es un cancer, tal como cancer de préstata, o un cancer que no es de
prostata, por ejemplo, un cancer que no es de préstata seleccionado del grupo que consiste en cancer de vejiga,
incluido carcinoma de células de transicién; cancer de pancreas, incluido carcinoma del conducto pancreético; cancer
de pulmén, incluido carcinoma de pulmén no microcitico; céncer de rifién, incluido carcinoma de células renales
convencional; sarcoma, incluido sarcoma de tejido blando; cancer de higado, incluido adenocarcinoma metastésico;
cancer de mama, incluido carcinoma de mama; cancer de cerebro, incluido glioblastoma multiforme; carcinoma
neuroendocrino; cancer de colon, incluido carcinoma colénico; cancer testicular, incluido carcinoma embrionario
testicular; y melanoma, incluido melanoma maligno.

15. Un método para detectar la presencia de antigeno PSMA en una muestra usando el anticuerpo o una porcién de

unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 1, o un conjugado de anticuerpo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11.
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Secuencias de aminoacidos

Aminoacidos de VH de 15391 murino>Seq 1D 1
EVOLQOSGPELKKPGTSVRISCKTSGYTFTEY TIHWVKQSHGK SLEWIGNINPNNGGT
TYNQKFEDKATLTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAAGWNFDYWGQGTTLTY
88 '

Aminoacidos de VK de J591 murino>Seq ID 2
DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSHCKASQDVGTAVDWYQQOKPGQSPKLLIYWASTRHT
GVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSEDLADRYFCQOQYNSYPLTFCGAGTMLDLK

Aminoacidas dé VH de J591 desinmunizado AB-10>8eq ID 3
EVQLVQSGPEVKKPGATVKISCKTSGYTFTEY TIHWVKQAPGKGLEWIGNINPNNGG
TTYNQKFEDKATLTVDKSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAAGWNFDYWGQGTLLT
V&S

Ammodacidos de VK de 1591 desinmumnizado AB-10>8eq ID 4
DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTLTCKASQDRVGTAVDWYQQKPGPSPKLLIYWASTRHT
GIPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFADYYCQQYNSYPLTFGPGTKVDIK

Aminoacidos de VH de AB-02 v AB-05>8eq 1D 5
EVQLVQSGA'EVKKPGASVKVSCKAS(Zi'YTFTEYTIH.WVRQAPG.KGLEWSGNINPNNG
GTTYNQKFEDRVTITVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAAYWLFDYWGQGTTVT
V5SS

Aminoacidos de VK de AB-01 y AB-(2>Seq ID 6

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKASQDVGTAVDWYQQKPGQAPKLLIYWASTRHT
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISRLQPEDFAVYYCQQYNSYPLTFGQGTRKVDIK

FIG. 3
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Aminoacidos de VH de AB-03>Seq D 7
EVOQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEYTIHWVRQAPGKGLEWIGNINPNNG
GTTYNQKFEDRVTITVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAGGWTFDY WGQGTTVT
V8S

Aminoacidos de VK de AB-03 v AB-04>Seq ID 8
DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCKASQDVGTAVDWYQQKPGQAPKLLIYWASTRHT
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISRLOPEDFAVYYCQQFTRYPLTFGQGTKVDIK

Aminoacidos de VH de AB-04>SeqID 9
EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEYTIHWVRQAPGKGLEWIGNINPNNG
GTTYNOQKFEDRVTITVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAGAWTMDYWGQGTTY
TVSS

Aminocacidos de VK de AB-03, AB-06 vy AB-07>Seq ID 10
DIQMTOQSPSTLSASVGDRVTITCKASQDVGTAVDWYQOKPGQAPKLLIYWASTRHT
GVPDRESGSGSGTDFTLTISRLQPEDFAVYYCQOQYNAYSLTFGQGTKVDIK

Aminoacidos de VH de A6-03>8eq ID {1
EVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTEYTIHW VRQAPGKGLEWIGNINPNNG
GTTYNQKFEDRVTITVDKSTSTAYMELSSPRSEDTAVY YCAAGWNFDYWGQGTTVT
VSS

Aminoacidos de VH de AB-01 v AB-07>8Seq ID 12
EVQLVQSGAEVKKPOASVKVSCKASGY TFTEY TIHWVRQAPGRGLEWIGNINPNNG
GTTYNQKFEDRVTITVDKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAAGWNEDYWGQGTTV
TVSS
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Ammodcidos de VH de ABR-08>Seq ID 13

MELGLRWGFL VALLRGVQCQ VOLVESGGGY VQPGRSLRLS CAASGFAFSR
YGMHWVRQAP GKGLEWVAVI WYDGSNKYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTQYL
QMNSLRAEDT AVYYCARGGD FLYYYYYGMD VWGQGTTVTV S8

Esta es la secuencia mostrada como SEQ ID NO 15 en el documento US §.470.332 B

Aminoacidos de VK de AB-08>Seq ID 14

MRVPAQLLOGL LLLWLPDTRC DIQMTQSPSS LEASVGDRVT ITCRASQGIS
NYLAWYQOQKT GKVPKFLIYE ASTLQSGVPS RFSGGGSGTD FTLTISSLQP
EDVATYYCON YNSAPFTFGP GTKVDIK

Esta es fa secuencia mostrada como SEQ ID NO 17 en el documento US 8.470.332 B

Aminoacidos de VH de AB-09>Seq ID 15

MELGLRWVLL VALLRGVQUCQ VQLVESGGGV VQPGRSLRLS CAASGFTFSN
YVMHWVRQAP GKGLEWVAII WYDGSNKYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLYL
QMNSLRAEDT AVYYCAGGYN WNYEYHYYGM DVWGQGTTVT VSS

Esta es la secuencia mostrada como SEQ ID NO 19 en el documento US 8470332 B

Anninodcidos de VK de AB-09>Seq ID 16

MRVPAQLLGL LLLCFPGARC DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCRASQGIT
NYLAWEQQKP GKAPKSLIYA ASSLOSGVPS KFSGSGSGTD FSLTISSLOQP
EDFATYYCQQ YNSYPITFGQ GTRLEIK

Exsta es la secuencia mostrada como SEQ ID NO 21 en el documento US 8470332 B

FI G 3 Continuacién
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Secuencias de ADN

ADN de VH de J591 murino>=Seq D 17
GAGGTCCfi’aGCTGCAACAG'TCTGGACCTGAGCTGAAGAAGCCTGGGACTTCAGTG
AGGATATCCTGCAAGACTTCTGCGATACACATTCACTGAATACACCATCCACTOGG
TGAAGCAGAGCCATGGAAAGAGCCTTGAGTGGATTGGAAACATTAATCCTAACA
ATGGTCGGTACTACCTACAACCAGAAGTTCGAGUGACAAGGCCACATTGACTGTAG
ACAAGTCCTCCAGCACAGCCTACATGGAGCTCCGCAGUCTGACATCTGAGGATTC
TGCAGTCTATTACTGTGCAGCTGGTTGGAACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACC
ACGCTCACCGTCTCCTCA

ADN de VK de J591 murine>Seq D 18
GACATTGTGATGACCCAGTCTCACAAATICATGTCCACATCAGTAGGAGACAGG
OTCAGCATCATCTOCAAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTGCTGTAGACTGGTATC
AACAGAAACCAGGGCAATCTCCTAAACTACTGATTTACTGGGCATCCACCCGGC
ACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGTGGATCTGGCGACAGATTTCACTCT
CACCATCACCAATGTGCAGTCTGAAGACCTGGCAGATTATTTCTGTCAGCAATAT
AACAGCTATCCTCTCACGTTCGGCGCCGGGACCATGCTGGATCTCAAA

ADN de VH de J591 desinmunizado AB-10>8eq ID 19
GAGGTCCAACTGGTACAGTCTGGACCTCGAAGTGAAGAAGCCTGGGGCTACAGTG
AAGATATCCT GCAAGACT TCTGGATACACATTCACTGAATATACCATACACTGGG
TGAAGCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAACATCAATCCTAACA
- ATGGTGGTACCACCTACAATCAGAAGTTCGAGGACAAGGCCACACTAACTGTAG
ACAAGTCCACCGATACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTAAGATCTGAGGATA
CTGCAGTCTATTATTGTGCAGCTGGTTGGAACTTTGACTACTGGGGCCAAGGGAC
CCTGCTCACCGTCTCCTCA

FIG. 4
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ADN de VK de J591 desinmunizado AB-10>Seq ID 20
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCCTCATCCCTGTCCACATCAGTAGGAGACAGGG
TCACCCTCACCTGTAAGGCCAGTCAAGATGTGGGTACTGCTGTAGACTGGTATCA
ACAGAAACCAGGACCATCTCCTAAACTACTGATTTATTGGGCATCCACTCGGCAC
ACTGGAATCCCTAGTCGCTTCTCAGUCAGTGGATCTGGGACAGACTTCACTCTCA
CCATTTCTAGTCTTCAGCCTGAAGACTITGCAGATTATTACTGTCAGCAATATAAC
AGCTATCCTCTCACGTTCGGTCCTGGGACCAAGGTGGACATCAAA

ADN de VH de AB-02 y AB-05>8Seq ID 21
GAGGTCCAGCTGUGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTCAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGAATACACCATCCACTGGE
TGAGGCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAACATTAATCCTAACA
ATGG’I‘GGTACTACCTACAACCAGAAGT'I‘C(}AGGACAG&GTCACAATCACT(}TAG
ACAAGTCCACCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGATA
CTGCAGTCTATTACTGTGCAGCTTACTGGCTGTTCGACTACTGGGUGCCAAGGCAC
CACGGTCACCGTCTCCTCA

ADN de VK de AB-01 v AB-02>8eq 1D 22
GACATTCAGATGACCCAGTCTCCCAGCACCCTGTCCGCATCAGTAGGAGACAGG
GTCACCATCACTTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTGCTGTAGACTGGTATC
AACAGAAACCAGGGCAAGCTCCTAAACTACTGATTTACTGGGUATCCACCCGGO
ACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTICACTCT
CACCATCAGCAGACTGCAGCCTGAAGACTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAATAY
AACAGCTATCCTCTCACGTTCGGUCAGGGGACCAAGGTGGATATCAAA

FI G 4 Confinuacion
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ADN de VH de AB-03>SeqID 2
GAGOGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCT GGATACACAT’I‘CAC'I'GAATACACCATCC ACTGGO
TGAGGCAGGCCCCTCGCGAAAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAACATTAATCUTAACA
ATGGTGGTACTACCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAGAGTCACAATCACTGTAG
ACAAGTCCACCAGCACAGCCTACATOGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTGAGGATA
CYTGCAGTCTATTACTGTGCAGGTGGGTGGACCTTCGACTACTGGGGCCAAGGCAC
CACGGTCACCGTCTCCTCA

ADN de VK de AB-03 v AB-04>Seq ID 24
GACATTCAGATGACCCAGTCTCCCAGCACCCTGTCCGCATCAGTAGGAGACAGG
GTC ACCATCACTTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGGGTACTGCTGTAGACTGGTATC
AACAGAAACCAGGGCAAGCTCCTAAACTACTGATTTACTGGGCATCCACCCGGT
ACACTGGAGTCCCTGATCGCTTCAGCOGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCT
CACCATCAGCAGACTGCAGCCTGAAGACTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTTC
ACCAGGTATCCTCTCACGTTCGGCCAGGGGACCAAGGTGGATATCAAA

ADN de VH de AB-04>3eq ID 25
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGUTTCTGGATACACATTCACTGAATACACCATCCACTGGG
TOGAGGCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAACATTAATCCTAACA
ATGOTGGTACTACCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAGAGTCACAATCACTGTAG
ACAAGTCCACCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGUCTGAGATCTGAGGATA
CTGCAGTCTATTACTGTGCAGGTGCOGTGGACCATGOACTACTGGGGUCAAGGCAC
CACGGTCACCGTCTCCTCA

FI G 4 Continuacion
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ADN de VK de AB-03, AB-06 y AB-07>Seq ID 26 :
GACATTCAGATGACCCAGTCTCCCAGCACCCTGTCCGCATCAGTAGGAGACAGG
GTCACCATCACTTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGGUGTACTGCTGTAGACTGGTATC
AACAGAAACCAGGGCAAGCTCCTAAACTACTGATTTACTGGGCATCCACCCGGC
ACACTGGAG’l”{;TCC'I'GATCGC’ITCAGCGGCAGTGGA’I‘C’I’G GGACAGATTTCACTCT
CACCATCAGCAGACTGCAGCCTGAAGACTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAATAT
AACGCOTACTCGTTGACGTTCOGGCCAGGGUACCAAGGTGGATATCAAA

ADN de VH de AB-06>Seq ID 27
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGAATACACCATCCACTGGG
TGAGGCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTTCGAGTGGATTGGAAACATTAATCCTAACA
ATGGTGGTACTACCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAGAGTCACAATCACTGTAG

ACAAGTCCACCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCCGAGATCTGAGGATA
. CTGCAGTCTATTACTGTGCAGCTGGTTGGAACTTTGACTACTGGGGCCAAGGCAC
CACGGTCACCGTCTCCTCA

ADN de VH de AB-01 vy AB-07>Seq ID 28
GAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTG
AAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATICACTGAATACACCATCCACTGGG
TGAGGCAGGCCCCTGGAAAGGGCCTTGAGTGGATTGGAAACATTAATCCTAACA
ATGGTGGTACTACCTACAACCAGAAGTTCGAGGACAGAGTCACAATCACTGTAG
ACAAGTCCACCAGCACAGCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGAGATCTCGAGGATA
CTGCAGTCTATTACTGTGCAGCTGGTTGGAACTTTGACTACTGGGGCUCAAGGCAC
CACGGTCACCGTCTCCTICA

Fi G 4 Continuacion
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