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DESCRIPCION
Conjugados de fracciones de unién a la camptotecina
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un conjugado de un farmaco de camptotecina (CPT) y una fraccién de
direccionamiento para su uso en el tratamiento del cancer, y a una composiciéon farmacéutica para su uso en el
tratamiento del cancer, en donde la composicién farmacéutica comprende el conjugado y una o mas de otras
modalidades terapéuticas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Durante muchos afios el uso de anticuerpos monoclonales (MAbs) para la administracién especifica de
agentes téxicos en canceres humanos ha sido el objetivo de los cientificos en el campo de la terapia farmacéutica
especificamente dirigida. Se han desarrollado conjugados de MAbs asociados a tumores y agentes téxicos adecuados,
pero han tenido un éxito desigual en la terapia del cancer y virtualmente ninguna aplicacién en otras enfermedades,
como las enfermedades infecciosas y autoinmunes. El agente téxico es mas comunmente un farmaco
quimioterapéutico, aunque también se han conjugado con MAbs radionucleidos emisores de particulas o toxinas
bacterianas o vegetales, especialmente para la terapia del cancer (Sharkey y Goldenberg, CA Cancer J Clin. julio-
agosto 2006;56(4):226-243) y, més recientemente, con radicinmunoconjugados para la terapia preclinica de ciertas
enfermedades infecciosas (Dadachova y Casadevall, Q J Nucl Med Mol Imaging 2006;50(3): 193-204).

Las ventajas de usar conjugados MAb-farmaco quimioterapéutico son que (a) el propio farmaco
quimioterapéutico esta estructuralmente bien definido; (b) el farmaco quimioterapéutico se enlaza a la proteina MAb
usando productos quimicos de conjugacién muy bien definidos, a menudo en sitios especificos alejados de las
regiones de unién al antigeno de los MAbs; (c) los conjugados MAb-farmaco quimioterapéutico pueden elaborarse de
forma més reproducible que los conjugados quimicos que implican MAbs y toxinas bacterianas o vegetales, y como
tales son mas susceptibles de desarrollo comercial y aprobacién reglamentaria; y (d) los conjugados MAb-farmaco
quimioterapéutico son 6rdenes de magnitud menos téxicos sistémicamente que los conjugados de MAb
radionucleidos.

La presente divulgacién resuelve problemas especificos asociados con la preparaciéon de conjugados del
grupo de las camptotecinas (CPT) de compuestos citotéxicos. Las CPT y sus derivados son una clase de potentes
agentes antitumorales. El irinotecan (también denominado CPT-11) y el topotecan son analogos de la CPT que estén
aprobados como agentes terapéuticos contra el cancer (lyer y Ratain, Cancer Chemother. Phamacol. 42: S31-S43
(1998)). Las CPT actltan inhibiendo la enzima topoisomerasa | mediante la estabilizacién del complejo topoisomerasa
I-ADN (Liu, et al. en The Camptothecins: Unfolding Their Anticancer Potential, Liehr J.G., Giovanella, B.C. y
Verschraegen (eds), NY Acad Sci., NY 922:1-10 (2000)).

Las CPT presentan un conjunto de advertencias en la preparacién de conjugados. Una advertencia es la
insolubilidad de la mayoria de los derivados de CPT en tampones acuosos. En segundo lugar, las CPT plantean
problemas especificos de modificacién estructural para su conjugacién con macromoléculas. Por ejemplo, la propia
CPT sdlo contiene un grupo hidroxilo terciario en el anillo E. El grupo funcional hidroxilo en el caso de la CPT debe
acoplarse a un conector adecuado para la posterior conjugacién de proteinas; y en los derivados potentes de la CPT,
como el SN-38, el metabolito activo del CPT-11 quimioterapéutico, y otros derivados que contienen C-10-hidroxilo
como el topotecan y el 10-hidroxi-CPT, la presencia de hidroxilo fenélico en la posicién C-10 complica la necesaria
derivatizacién de C-20-hidroxilo. En tercer lugar, la labilidad de la fraccién de &-lactona del anillo E de sus estructuras,
en condiciones fisiolégicas, da como resultado en una potencia antitumoral reducida en gran medida de estos
productos. Por lo tanto, el protocolo de conjugacién se realiza de tal manera que se lleve a cabo a un pH de 7 o inferior
para evitar la apertura del anillo de lactona. Tipicamente, la conjugacién de una CPT bifuncional que posea un grupo
amino-reactivo como un éster activo requeriria un pH de 8 o mas. En cuarto lugar, debe incorporarse una fraccién
intracelularmente escindible en el conector/espaciador que conecta las CPT y los anticuerpos u otras fracciones de
union.

El problema de la apertura de la &-lactona en condiciones fisiolégicas ya se ha abordado con anterioridad.
Un enfoque ha consistido en acilar el grupo hidroxilo C-20 con un aminoacido y acoplar el grupo a-amino del
aminodacido al acido poli-L-glutamico (Singer et al. en The Camptothecins: Unfolding Their Anticancer Potential, Liehr
J.G., Giovanella, B.C. y Verschraegen (eds), NY Acad Sci., NY 922:136-150 (2000)). Este enfoque se basa en la
difusién pasiva de una molécula polimérica en las zonas tumorales. Esta conjugaciéon con glicina también se ha
informado como un método para elaborar un derivado hidrosoluble de CPT (Vishnuvajjala et al., Patente de Estados
Unidos N°4,943,579) y en la preparacién de una derivatizacién por PEG de CPT (Greenwald, et al. J. Med. Chem. 39:
1938-1940 (1996). En el Ultimo caso, el enfoque se ha ideado en el contexto del desarrollo de formas hidrosolubles y
de accién prolongada de CPT, mediante las cuales se aumenta la vida media /in vivo de la CPT, y el farmaco se libera
gradualmente de su conjugado mientras esta en circulacién in vivo.
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Se divulgan métodos para preparar conjugados de CPT, de derivados 10-hidroxi como SN-38 en particular,
teniendo en cuenta las cuatro advertencias descritas anteriormente y los desafios sintéticos. El SN-38 es la forma
farmacéutica activa del farmaco oncolégico aprobado CPT-11, que es un profadrmaco. Hay disponibles numerosos
datos clinicos referentes a la farmacologia de la CPT-11 y su conversién in vivo en SN-38 (lyer y Ratain, supra;
Mathijssen et al., Clin Cancer Res. 7:2182-2194 (2002); Rivory, Ann NY Acad Sci. 922:205-215, 2000). La forma activa
SN-38 es aproximadamente de 2 a 3 6rdenes de magnitud mas potente que la CPT-11.

Los primeros trabajos sobre conjugados proteina-farmaco indicaban que idealmente es necesario que un
farmaco se libere en su forma original, una vez que se ha internalizado en una célula diana, para que el conjugado
proteina-farmaco de quimioterapia fuese un agente terapéuticamente util. Trouet et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79:626-629 (1982)) mostraron la ventaja de usar enlaces peptidicos especificos, entre el farmaco y la fraccién de
direccionamiento, que se escinden lisosdmicamente para liberar el farmaco intacto. Los trabajos de los afios 80 y
principios de los 90 se centraron en la naturaleza del conector quimico entre el farmaco quimioterapéutico y el MAb.
En particular, se desarrollaron conjugados MAb-farmaco quimioterapéutico preparados usando conectores escindibles
por acidos suaves, basandose en la observacién de que el pH en el interior de los tumores era a menudo inferior al
pH fisiolégico normal. A este respecto, se obtuvieron resultados superiores incorporando una hidrazona como unidad
escindible y uniendo el DOX a un MADb a través de un grupo tioéter, (Willner et al., Patente de Estados Unidos
5,708,146; Trail et al. (Science 261:212-215 (1993)).

Este enfoque demostrd que los conjugados MAb-doxorrubicina (DOX), preparados con los conectores
adecuados, podrian usarse para curar ratones portadores de una variedad de xenoinjertos tumorales humanos, en
estudios preclinicos. El primer conjugado MAb-farmaco aprobado, Gemtuzumab Ozogamicin, incorpora un enlace de
hidrazona é&cido-labil similar entre un anticuerpo anti-CD33, humanizado P67.6, y un derivado de caliqueamicina
potente. Sievers et al., J Clin Oncol. 19:3244-3254 (2001); Hamann et al., Bioconjugate Chem. 13: 47-58 (2002). En
algunos casos, los conjugados MAb-farmaco quimioterapéutico se hicieron con enlaces disulfuro impedidos
reductivamente labiles entre los farmacos quimioterapéuticos y el MAb (Liu et al., Proc Natl Acad Sci USA 93: 8618-
8623 (1996)). Otro conector escindible implica un espaciador dipéptido labil a la catepsina B, como Phe-Lys o Val-Cit,
similar a los espaciadores péptidos lisosomalmente labiles de Trouet et al. que contienen de uno a cuatro aminoacidos,
que adicionalmente incorporan un espaciador colapsable entre el farmaco y el dipéptido (Dubowchik, et al,
Bioconjugate Chem. 13:855-869 (2002); Firestone et al., Patente de Estados Unidos 6,214,345 B1; Doronina et al.,
Nat Biotechnol. 21: 778-784 (2003)). Estos Ultimos enfoques también se utilizaron en la preparacién de un
inmunoconjugado de camptotecina (Walker et al., Bioorg Med Chem Lett. 72:217-219 (2002)). Otra fraccidn escindible
que se ha explorado es un enlace éster incorporado en el conector entre el anticuerpo y el farmaco quimioterapéutico.
Gillimard y Saragovi descubrieron que cuando se conjugaba un éster de paclitaxel con un MAb p75 antirrata, MC192,
o un MAb TrkA antihumano, 5C3, se observaba que el conjugado presentaba una toxicidad especifica de la diana.
Gillimard y Saragovi, Cancer Res. 61:694-699 (2001).

Aunque no puede exagerarse la importancia del conector escindible en el disefio de conjugados de fraccién
de unién-farmaco, también es importante centrarse en como afecta el disefio del conector a la preparacién general de
conjugados especificos de fraccidn de unién a CPT. La presente divulgacién resuelve el problema asociado con la
preparacién de la molécula conector-farmaco bifuncional, en donde dicho farmaco también puede contener mas de un
grupo reactivo para derivatizacién, como el analogo potente SN-38, por ejemplo, en el disefio de conjugados. SN-38,
una forma farmacéutica activa clinicamente importante del farmaco contra el cancer CPT-11, pero 100-1000 veces
mas potente que CPT-11, no es utilizable sistémicamente debido a su insolubilidad. De acuerdo con la presente
invencién, como se define en las reivindicaciones, este problema se resuelve conjugandolo con una fraccién de
direccionamiento de tal manera que también se abordan otros desafios del uso de una CPT, a la vez que se mejora
el indice terapéutico de este farmaco clinicamente potente importante mediante el uso de anticuerpos especificos de
la enfermedad.

Los conjugados de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, poseen una mayor eficacia,
en muchos casos, que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos no conjugados o "desnudos”, aunque dichas
fracciones de direccionamiento no conjugadas se han usado en situaciones especificas. En el cancer, por ejemplo,
los anticuerpos desnudos han llegado a desempefiar un papel en el tratamiento de linfomas (CAMPATH® y
RITUXAN®), cancer colorrectal y otros tipos de cancer (ERBITUX® y AVASTIN®), cancer de mama (HERECEPTIN®),
asi como un gran nimero de ellos actualmente en desarrollo clinico (por ejemplo, epratuzumab). En la mayoria de
estos casos, el uso clinico ha implicado combinar estos anticuerpos desnudos, 0 no conjugados, con otras terapias,
como la quimioterapia o la radioterapia.

También se usan una variedad de anticuerpos para el tratamiento de enfermedades autoinmunes y otras
enfermedades de desregulacién inmunitaria, como los anticuerpos contra el factor de necrosis tumoral (TNF) y los
anticuerpos contra las células B (RITUXAN®) en la artritis, y se estén investigando en otras enfermedades de este
tipo, como los anticuerpos de células B, RITUXAN® y epratuzumab, en el lupus eritematoso sistémico y el sindrome
de Sjdgren, asi como en la diabetes juvenil y la esclerosis miultiple. También se estan estudiando los anticuerpos
desnudos en la sepsis y el shock séptico, la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades infecciosas. El desarrollo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 988 698 T3

de anticuerpos monoclonales antiinfecciosos ha sido revisado recientemente por Reichert y Dewitz (Nat Rev Drug
Discovery 2006; 5:191-195), que resumen los patégenos prioritarios contra los que se ha perseguido la terapia con
anticuerpos desnudos, con el resultado de sélo 2 patégenos contra los que los anticuerpos estan en ensayos clinicos
de Fase Ill o se estan comercializando (virus respiratorio sincitial y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina),
con otros 25 en estudios clinicos y 20 interrumpidos durante el estudio clinico.

Por tanto, hay una necesidad de desarrollar anticuerpos antipatdgenos mas potentes y otras fracciones de
unidén. Tales agentes terapéuticos mediados por anticuerpos pueden desarrollarse para el tratamiento de muchos
patégenos diferentes, incluyendo bacterias, hongos, virus y parasitos, ya sea desnudos (no conjugados),
radiomarcados o conjugados de farmacoftoxina. En el caso de la administracién de conjugados de farmaco/toxina o
radionuclido, esto puede lograrse mediante la conjugacién directa de anticuerpos o por métodos indirectos,
denominados predireccionamiento, en los que se usa un anticuerpo biespecifico para dirigirse a la lesién, mientras
que el agente terapéutico se dirige secundariamente mediante la unién a uno de los brazos del anticuerpo biespecifico
que se ha localizado en el sitio del patégeno o del cancer o cualquier lesiéon que se esté tratando (analizado por
Goldenberg et al., J Clin Oncol. febrero 2006 10;24(5):823-34.; y Goldenberg et al., J Nucl Med. enero 2008;49(1):158-
63.

Los documentos WO 2004/054622 A1 y WO 2007/112193 A2 se refieren a conjugados terapéuticos con
capacidad mejorada para dirigirse a varias células cancerigenas que contienen una fraccién de direccionamiento y
una fraccién terapéutica, en donde las fracciones de direccionamiento y terapéutica estan enlazadas mediante un
conector.

Walker MA et al. (Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12 (2002) 217-219) informan sobre la sintesis de
un inmunoconjugado de Camptotecina.

El documento WO 2007/018431 A2 se refiere a un compuesto que comprende una o mas fracciones
terapéuticas y/o de diagnéstico y una o mas fracciones funcionales enlazadas entre si mediante uno o mas conectores
que contienen triazol y a sus productos intermedios, en donde el conector que contiene triazol puede contener
opcionalmente una o mas fracciones condicionalmente escindibles o condicionalmente transformables y uno o mas
sistemas espaciadores entre dicha fraccién o fracciones y la fraccion terapéutica y/o de diagnéstico.

SUMARIO DE LA INVENCION

El problema subyacente a la presente invencién se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones
independientes adjuntas; las realizaciones preferidas pueden tomarse de las reivindicaciones dependientes adjuntas.

Mas especificamente, el problema subyacente a la presente invencién se resuelve en un primer aspecto
mediante un conjugado de un farmaco de camptotecina (CPT) y una fraccién de direccionamiento, en donde el
conjugado tiene una férmula estructural seleccionada del grupo que consiste en MAb-CL1-CPT, MAb-CL2-CPT, MAb-
CL3-CPT, MAb-CL4-CPT y MAb-CL5-CPT y tiene una estructura seleccionada de:
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MADb-CL5-CPT en donde el farmaco de CPT se selecciona del grupo que consiste en camptotecina, 10-hidroxi
camptotecina, SN-38, topotecan, lurtotecan, 9- aminocamptotecina y 9-nitrocamptotecina; en donde el conector esta
unido al grupo 20-hidroxilo del farmaco de CPT,; y en donde el MAb es un anticuerpo monoclonal (MAb) murino,
quimérico, primatizado, humanizado o humano, y dicho anticuerpo esta intacto, en forma de fragmento (Fab, Fab',
F(ab),, F(ab')2), o subfragmento (constructo de cadena sencilla), para su uso en el tratamiento del cancer.

En una realizacién del primer aspecto, el anticuerpo o fragmento del mismo se une a un antigeno expresado
por o asociado a un cancer.

En una realizacién del primer aspecto, el cancer se selecciona del grupo que consiste en céncer testicular,
leucemia mieloide, linfomas de células B, leucemias de células B, leucemia linfocitica crénica, linfomas de células T,
linfoma no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, cancer de préstata, cancer de mama, céncer de ovario, cancer de
estémago, cancer de vejiga, cancer de pulmén de células no pequefias, glioblastoma, cancer colorrectal, cancer de
pancreas, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, mieloma multiple, melanoma, cancer de pulmén,
cancer renal, glioblastoma multiforme, histiocitoma, leucemia mieloide, adenocarcinomas, sarcomas, tumores gliales
y carcinoma hepatocelular.

En una realizacion del primer aspecto, en donde dicho MAb se selecciona del grupo que consiste en LL1,
LL2, RFB4, hA20, 1F5, L243, RS7, PAM-4, MN-3, MN-14, MN- 15, Mu-9, AFP-31, L19, G250, J591, CC49, L243, e
Immu-31.

En una realizacién del primer aspecto, dicho conector se selecciona del grupo que consiste en CL1, CL2,
CL3, CL4 y CL5.

En una realizacién del primer aspecto, dicho CPT es SN-38.
En una realizacidén del primer aspecto, el conjugado tiene una férmula estructural seleccionada del grupo que

consiste en MAb-CL1-SN-38, MAb-CL2-SN-38, MAb-CL3-SN-38, MAb-CL4-SN-38, MAb-CL5-SN-38 y que tiene una
estructura seleccionada de:
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En una realizacién del primer aspecto, la posicién 10-hidroxi de SN-38 se protege como derivado de 10-0-
éster o 10-O-carbonato usando una fraccién "COR" donde el grupo R se selecciona de un residuo alquilo sustituido
como "N(CH3)2- (CH2)n-"donde n es 2-10 y en donde el grupo amino terminal esta opcionalmente en forma de una
sal cuaternaria para mejorar la solubilidad acuosa, o residuos de alquilo simples como "CH3-(CH2)n-" donde n es 0-
10, o residuos alcoxi como "CH3-(CH2)n- O-" donde n es 0-10 0 "N(CH3)2-(CH2)n-O-" donde n es 2-10, 0 "R10-(CH2-
CH2-0O)n-CH2-CH2-O-" donde R1 es etilo o metilo y n es un nimero entero con valores de 0-10.

En una realizacién del primer aspecto, dicho MAb se une a un antigeno seleccionado del grupo que consiste
en CD74, CD22, glicoproteina epitelial 1, antigeno carcinoembrionario (CEA o CD66e), antigeno p especifico de colon,
alfa-fetoproteina, CC49, antigeno de membrana especifico de la préstata, anhidrasa carbénica IX, HER- 2/neu, EGFR
(ErbBI), ErbB2, ErbB3, ILGF, BrE3, CD19, CD20, CD21, CD23, CD33, CD45, CD74, CD80, CEACAMS5, CEACAMS,
VEGF, fibronectina ED-B, PIGF, un antigeno de angiogénesis tumoral, MUCI, MUC2, MUC3, MUC4, gangliésidos,
HCG, EGP-2, CD37, HLA-DR, CD30, la, A3, A33, Ep-CAM, KS-I, Le(y), S100, PSA, tenascina, receptor de folato,
antigenos Thomas- Friedreich, antigenos de necrosis tumoral, Ga 733, IL-2, IL-6, TIOl, MAGE, factor de inhibicién de
la migracién (MIF), un antigeno unido por L243, un antigeno unido por PAM4, CDé6a (BGP), CD&6b (CGM®6), CD66¢
(NCA), CD66d (CGMI), TAC y combinaciones de los mismos.

En una realizacidén del primer aspecto, dicho MAb es multiespecifico, con mlltiples brazos de unidén para
dirigirse a por lo menos dos antigenos o epitopos diferentes contenidos en la célula diana o patégeno, y uno o mas
brazos de direccionamiento se conjugan con CPT.

En una realizacién del primer aspecto, el MAb es una proteina de fusién.

El problema subyacente a la presente invencién se resuelve en un segundo aspecto mediante una
composicidén farmacéutica para su uso en el tratamiento del cancer, en donde la composicién comprende un conjugado
de acuerdo con el primer aspecto y una o mas modalidades terapéuticas seleccionadas del grupo que consiste en
anticuerpos no conjugados, anticuerpos radiomarcados, anticuerpos conjugados con farmacos, anticuerpos
conjugados con toxinas, terapia génica, quimioterapia, péptidos terapéuticos, oligonucledtidos, radioterapia localizada,
cirugia y terapia de ARN de interferencia.

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, resuelve una necesidad no satisfecha en la
técnica. Los métodos y composiciones divulgados son de utilidad para el tratamiento de una variedad de enfermedades
y afecciones que son refractarias o responden menos a otras formas de terapia, y pueden incluir enfermedades contra
las que se pueden desarrollar, o estan disponibles o se conocen, fracciones de direccionamiento (unién) adecuadas
para el direccionamiento selectivo. Preferiblemente, la fracciéon de direccionamiento es un anticuerpo, un fragmento
de anticuerpo, un anticuerpo biespecifico u otro anticuerpo multivalente, u otra molécula o compuesto basado en
anticuerpos. El anticuerpo puede ser de varios isotipos, preferiblemente 1gG1, 19G2a, 1gG3, 1gG4 e IgA, y puede ser
un MAbs humano-ratén quimérico, un humano-primate quimérico, un humanizado (marco humano y regiones
hipervariables (CDR) murinas) o totalmente humanos, asi como variaciones de los mismos, como anticuerpos medio
IlgG4, denominados "Unicuerpos", como describen van der Neut Kolfschoten et al. (Science 2007; 317:1554-1557).
Sin embargo, pueden usarse otras fracciones de unién conocidas en la técnica, como aptameros, avimeros o péptidos
de direccionamiento. Las enfermedades o afecciones ejemplares contra las que existen dichas fracciones de
direccionamiento son, por ejemplo, el cancer, las afecciones de desregulacién inmunitaria, incluyendo las
enfermedades autoinmunitarias y las enfermedades inflamatorias, y las enfermedades provocadas por organismos
infecciosos.

Por tanto, los métodos y composiciones divulgados pueden aplicarse para el tratamiento de enfermedades y
afecciones en las que se usan fracciones de direccionamiento para administrar agentes citotéxicos relacionados con
la camptotecina. Tales enfermedades o afecciones pueden caracterizarse por la presencia de una molécula diana o
célula diana que no se ve suficientemente afectada cuando se usan fracciones de direccionamiento no conjugadas o
desnudas, como en la inmunoterapia del cancer o de la infeccién por organismos patégenos. (Para métodos de
elaboracién de inmunoconjugados de anticuerpos con isétopos, farmacos y toxinas para su uso en terapias de
enfermedades, véase, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 4,699,784; 4,824,659, 5,525,338, 5,677,427,
5,697,902, 5,716,595; 6,071,490, 6,187,284; 6,306,393; 6,653,104, 6,962,702; y las Publicaciones de Solicitud de
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Patente de Estados Unidos N° 20050191239; 20050175582; 20050136001; 20040166115, 20040043030,
20040022725, 20030068322, 20030031669, 20030026764 y 20020136690).

En ciertos ejemplos de la presente divulgacién, pueden usarse conjugados de camptotecina de anticuerpos
o fragmentos de anticuerpos para dirigir este farmaco terapéutico a patégenos, como bacterias, virus, hongos y
parasitos. En realizaciones preferidas de la invencién como se define en las reivindicaciones, las fracciones de
direccionamiento conjugadas con el farmaco pueden usarse en combinacién con otras modalidades terapéuticas,
como farmacos antifungicos, antibiéticos y antivirales y/o anticuerpos desnudos, inmunomoduladores (por ejemplo,
interferén, interleucinas y/u otras citoquinas). El uso de radioinmunoterapia para el tratamiento de organismos
infecciosos se divulga, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 4,925648; 5,332,567, 5,439,665;
5,601,825; 5,609,846; 5612,016; 6,120,768; 6,319,500, 6,458,933; 6,548,275; y en la Publicacién de Solicitud de
Patente de Estados Unidos N° 20020136690 y 20030103982.

En ciertas realizaciones de la invencién como se define en las reivindicaciones, los conjugados de
camptotecina pueden usarse en combinacién con cirugia, radiacién, quimioterapia, inmunoterapia con anticuerpos
desnudos, radioinmunoterapia, inmunomoduladores, vacunas y similares. En el tratamiento de otras enfermedades
susceptibles de ser tratadas con fracciones de direccionamiento, como las enfermedades autoinmunes, pueden usarse
combinaciones similares. Por ejemplo, los conjugados de camptotecina pueden combinarse con inhibidores del TNF,
anticuerpos de células B, interferones, interleucinas y otros agentes eficaces para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, como artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjégren, esclerosis mdltiple,
vasculitis, asi como diabetes de tipo | (diabetes juvenil). Estas terapias combinadas pueden permitir la administracién
de dosis mas bajas de cada agente terapéutico, reduciendo por tanto ciertos efectos secundarios graves y, reduciendo
potencialmente, los ciclos terapéuticos necesarios. En las enfermedades viricas, estos inmunoconjugados
farmacéuticos pueden combinarse con otros farmacos terapéuticos, inmunomoduladores, MAbs desnudos o vacunas
(por ejemplo, MAbs contra los virus de la hepatitis, el VIH o el papiloma, o vacunas basadas en inmundgenos de estos
virus). En la técnica, se conocen los anticuerpos y las vacunas basadas en antigenos contra estos y otros patégenos
viricos y, en algunos casos, ya se usan comercialmente.

La presente divulgacién se refiere a un proceso de preparacién de conjugados, en donde un farmaco de CPT
se derivatiza primero con un conector, dicho conector contiene una fraccion reactiva capaz de combinarse con un
segundo conector que contiene ademas un grupo de acoplamiento de fraccién de direccionamiento; en donde el primer
conector también posee una fraccidén definida de polietilenglicol (PEG) para la hidrosolubilidad y, opcionalmente, una
fraccién escindible intracelularmente que puede escindirse por peptidasas intracelulares o escindible por el entorno de
bajo pH de las vesiculas endos6micas y lisosémica, y opcionalmente un espaciador de aminoéacidos entre dicho
farmaco y el primer conector; en donde el segundo conector contiene un grupo reactivo capaz de reaccionar con el
conjugado farmaco-(primer conector) mediante la reaccién de cicloadicién acetileno-azida catalizada por iones de
cobre (+1), denominada en la técnica "quimica de clic".

La presente divulgacion también se refiere a un proceso de preparacién de conjugados como se indica en el
parrafo anterior, en donde el segundo conector tiene un Unico grupo de acoplamiento de la fraccién de
direccionamiento, pero multiples grupos reactivos capaces de reaccionar con el conjugado farmaco-(primer conector),
amplificando de este modo el nimero de moléculas de formaco conjugadas con la fraccidén de direccionamiento.

Ademas, la presente divulgacién se refiere a un proceso de preparacién de conjugados, en donde el conector
se conjuga primero con un farmaco CPT, produciendo de este modo un conjugado farmaco de CPT-conector; en
donde dicha preparacidén de conjugado farmaco de CPT-conector implica la protecciéon y desproteccion selectiva del
grupo hidroxilo C-10, manteniendo el enlace carbonato C-20 esencialmente intacto, en derivados de CPT que
contienen un grupo hidroxilo C-10; en donde dicho conjugado farmaco-conector opcionalmente no esta purificado; y
en donde dicho conjugado farmaco-conector se conjuga posteriormente con un anticuerpo monoclonal o fragmento.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion es un método para tratar una enfermedad autoinmune, una
infecciébn o una lesién infecciosa con los conjugados descritos en la presente. Los conjugados de fracciéon de
direccionamiento de farmaco para su uso de acuerdo con la presente invencién como se define en las reivindicaciones
pueden elaborarse mediante los procesos divulgados y/o kits para realizar dichos procesos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar ciertos
aspectos de realizaciones particulares de la invencién. Las realizaciones pueden entenderse mejor haciendo
referencia a uno o mas de estos dibujos en combinacién con la descripcién detallada presentada en la presente.

FIG. 1. Estabilidad hidrolitica de los conjugados hMN-14{SN38-CL'X'] (X’ = 1,2,3,4,5) y hMN-14-[EtO-CO-10-O-
SN38-CL2] conjugates en PBS, pH 7,4, 37 °C.

FIG. 2. Unidén celular de varios inmunoconjugados hMN14-SN38 en una linea celular de adenocarcinoma
colorrectal humano LoVo.
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FIG. 3. Citotoxicidad in vitro de varios inmunoconjugados hMN14-SN38 en una linea celular de adenocarcinoma
colorrectal humano LoVo.

FIG. 4. Citotoxicidad contra el adenocarcinoma de pulmén (Calu-3).

FIG. 5. Curvas de supervivencia de ratones tratados con hMN14-CL-SN38 con enfermedad metastésica pulmonar
GW-39.

FIG. 6. Eficacia terapéutica de hPAM4-CL2-SN38 en ratones portadores de tumores CaPan1 (n = 4) (500 ug,
q4dx8).

DEFINICIONES
A menos que se especifique lo contrario, "un" o0 "uno" significa "uno o mas".

En la descripcién que sigue, se usan una serie de términos y se proporcionan las siguientes definiciones para
facilitar la comprensidén de la presente invencidén. Los términos que no se definen expresamente en la presente se
usan de acuerdo con su significado llano y corriente.

El término "fraccién de direccionamiento” como se usa en la presente se refiere a una molécula, complejo o
agregado que se une especifica o selectivamente a una molécula, célula, particula, tejido o agregado diana. En las
realizaciones preferidas, una fraccién de direccionamiento es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, un anticuerpo
biespecifico u otra molécula o compuesto a base de anticuerpos. Sin embargo, se conocen otros ejemplos de
fracciones de direccionamiento en la técnica y pueden usarse, como aptédmeros, avimeros, ligandos de unién a
receptores, acidos nucleicos, pares de unién biotina-avidina, péptidos o proteinas de unién, etc. Los términos "fraccion
de direccionamiento" y "fraccién de unién" se usan en la presente como sinénimos.

Un anticuerpo, como se describe en la presente, se refiere a una molécula de inmunoglobulina de longitud
completa (es decir, de origen natural o formada por procesos recombinatorios de fragmentos de genes de
inmunoglobulina normales) (por ejemplo, un anticuerpo IgG) o una porcidn inmunolégicamente activa (es decir, de
unién especifica) de una molécula de inmunoglobulina, como un fragmento de anticuerpo. Un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo puede conjugarse o derivatizarse de otro modo dentro del alcance de la materia reivindicada. Tales
anticuerpos incluyen 1gG1, 19G2a, 1gG3, 1IgG4 (y subformas de IgG4), asi como isotipos de IgA.

Un fragmento de anticuerpo es una porcién de un anticuerpo como F(ab'),, F(ab),, Fab', Fab, Fv, scFv (Fv de
cadena sencilla) y similares, incluyendo las semimoléculas de |gG4 citadas anteriormente (van der Neut Kolfschoten
et al. (Science 2007; 317(14 Sept): 1554-1557). Independientemente de la estructura, un fragmento de anticuerpo de
uso se une con el mismo antigeno que es reconocido por el anticuerpo intacto. El término "fragmento de anticuerpo”
también incluye cualquier proteina sintética 0 manipulada genéticamente que actie como un anticuerpo uniéndose a
un antigeno especifico para formar un complejo. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
aislados consistentes en las regiones variables, como los fragmentos "FV"' que consisten en las regiones variables de
las cadenas pesada y ligera, moléculas polipeptidicas recombinantes de cadena sencilla en las que las regiones
variables ligera y pesada estan conectadas por un conector peptidico ("proteinas scFv"), y unidades de reconocimiento
minimo consistentes en los residuos de aminoacidos que imitan la regién hipervariable, como las CDR. Los fragmentos
Fv pueden construirse de diferentes maneras para producir formas de unién multivalentes y/o multiespecificas. En el
primer caso de multivalentes, reaccionan con més de un sitio de unidén contra el epitopo especifico, mientras que con
las formas multiespecificas, se une mas de un epitopo (ya sea del mismo antigeno o contra el antigeno especifico y
un antigeno diferente). Como se usa en la presente, el término componente de anticuerpo incluye un anticuerpo
completo, una proteina de fusién y fragmentos de los mismos.

Un anticuerpo desnhudo es generalmente un anticuerpo completo que no estéd conjugado con un agente
terapéutico. Esto es asi porque la porcidon Fc de la molécula de anticuerpo proporciona funciones efectoras o
inmunolégicas, como la fijacién del complemento y la ADCC (citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos), que
ponen en marcha mecanismos que pueden dar como resultado la lisis celular. Sin embargo, la porcién Fc puede no
ser necesaria para la funcion terapéutica del anticuerpo, sino que pueden entrar en juego otros mecanismos, como la
apoptosis, la antiangiogénesis, la actividad antimetastasica, la actividad antiadhesién, como la inhibicién de la
adhesion heterotipica u homotipica, y la interferencia en las vias de seflalizacién, e interferir en la progresién de la
enfermedad. Los anticuerpos desnudos incluyen anticuerpos tanto policlonales como monoclonales, y fragmentos de
los mismos, que incluyen anticuerpos murinos, asi como ciertos anticuerpos recombinantes, como anticuerpos
quiméricos, humanizados o humanos y fragmentos de los mismos. Por lo tanto, en algunos casos un "anticuerpo
desnudo" también puede referirse a un fragmento de anticuerpo "desnudo". Como se define en la presente, "desnudo”
es sinénimo de "no conjugado", y significa no enlazado o conjugado a un agente terapéutico con el que se administra.

Las_enfermedades autoinmunes son trastornos provocados por una respuesta inmunitaria del organismo
contra sus propios tejidos. Los ejemplos incluyen las enfermedades autoinmunes de clase Ill, como las
trombocitopenias inmunomediadas, la purpura trombocitopénica idiopatica aguda y la purpura trombocitopénica
idiopatica cronica, la dermatomiositis, el sindrome de Sjégren, la esclerosis mlltiple, la corea de Sydenham, la
miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, neftitis lUpica, fiebre reumética, sindromes poliglandulares, penfigoide
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bulloso, diabetes mellitus, purpura de Henoch-Schonlein, nefritis postestreptocécica, eritema nodoso, arteritis de
Takayasu, enfermedad de Addison, artritis reumatoide, sarcoidosis, colitis ulcerosa, eritema multiforme, nefropatia de
IgA, poliarteritis nodosa, espondilitis anquilosante, sindrome de Goodpasture, tromboangitis ubiterante, sindrome de
Sjogren, cirrosis biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto, tirotoxicosis, esclerodermia, hepatitis crénica activa, artritis
reumatoide, polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pamphigus vulgaris, granulomatosis de Wegener, nefropatia
membranosa, esclerosis lateral amiotréfica, tabes dorsal, arteritis/polimialgia de células gigantes, anemia perniciosa,
glomerulonefritis rApidamente progresiva y alveolitis fibrosante, segun se divulga en la Solicitud Provisional de Estados
Unidos N° de Serie 60/360,259, presentada el 1 de marzo de 2002.

Un anticuerpo quimérico es una proteina recombinante que contiene los dominios variables de las cadenas
pesada y ligera del anticuerpo, incluyendo las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de un
anticuerpo derivado de una especie, preferiblemente un anticuerpo de roedor, mas preferiblemente un anticuerpo
murino, mientras que los dominios constantes de la molécula de anticuerpo se derivan de los de un anticuerpo humano.
Para aplicaciones veterinarias, los dominios constantes del anticuerpo quimérico pueden derivarse de los de otras
especies, como un primate subhumano, un gato o un perro.

Un anticuerpo humanizado es una proteina recombinante en la que las CDR de un anticuerpo de una especie;
por ejemplo, un anticuerpo de roedor, se transfieren de las cadenas variables pesadas y ligeras del anticuerpo de
roedor a dominios variables pesados y ligeros humanos. Los dominios constantes de la molécula de anticuerpo se
derivan de los de un anticuerpo humano. En algunos casos, residuos especificos de la regién marco del anticuerpo
humanizado, en particular los que estan en contacto o cerca de las secuencias CDR, pueden modificarse, por ejemplo,
sustituyéndose por los residuos correspondientes del anticuerpo original de roedor, primate subhumano u otro.

Un anticuerpo humano es un anticuerpo obtenido, por ejemplo, de ratones transgénicos que han sido
"manipulados" para que produzcan anticuerpos humanos especificos en respuesta a una exposicién antigénica. En
esta técnica, se introducen elementos del locus de las cadenas pesadas y ligeras humanas en cepas de ratones
derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen alteraciones especificas de los loci endégenos de
las cadenas pesadas y ligeras. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos especificos para
antigenos humanos, y los ratones pueden usarse para producir hibridomas secretores de anticuerpos humanos. Los
métodos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos se describen en Green et al., Nature
Genet. 7:13 (1994), Lonberg et al., Nature 368:856 (1994), y Taylor et al., Int. Immun. 6:579 (1994). Un anticuerpo
completamente humano también puede construirse por métodos de transfeccién genética o cromosdmica, asi como
por tecnologia de presentacidén en fagos, todos ellos conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, McCafferty et al.,
Nature 348:552-553 (1990) para la produccién de anticuerpos humanos y fragmentos de los mismos in vitro, a partir
de repertorios de genes de dominio variable de inmunoglobulina de donantes no inmunizados. En esta técnica, los
genes de dominio variable de anticuerpos se clonan dentro del marco de un gen de proteina de cubierta mayor o
menor de un bacteriéfago filamentoso, y se muestran como fragmentos de anticuerpos funcionales en la superficie de
la particula del fago. Como la particula filamentosa contiene una copia de ADN de cadena sencilla del genoma del
fago, las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como resultado la seleccién
del gen que codifica el anticuerpo que presenta esas propiedades. De esta manera, el fago imita algunas de las
propiedades de la célula B. La presentacién en fagos puede realizarse en una variedad de formatos, para su revisién,
véase por ejemplo Johnson y Chiswell, Current Opinion in Structural Biology 3:5564-571 (1993). Los anticuerpos
humanos también pueden generarse mediante células B activadas in vitro. Véanse las Patentes de Estados Unidos
N°¢ 5.567.610 y 5.229.275.

Enfermedades infecciosas como se usan en la presente son enfermedades que implican una infeccién por
patégenos como bacterias, rickettsias, micoplasmas, protozoos, hongos, virus, parésitos u otros agentes microbianos.
Algunos ejemplos incluyen el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) causante del SIDA, Mycobacterium de la
tuberculosis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Legionella pneumophilia,
Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Neisseria gonorrhosae, Neisseria meningitidis, Neumococo, Cryptococcus
neoformans, Histoplasma capsulatum, Hernophilis influenzae B, Treponema pallidum, espiroquetas de la enfermedad
de Lyme, virus del Nilo Occidental, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium leprae, Brucella abortus, virus de la
rabia, virus de la gripe, citomegalovirus, virus del herpes simple |, virus del herpes simple Il, virus similar al parvo sérico
humano, virus respiratorio sincitial, virus de varicela-zbster, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus del
sarampién, adenovirus, virus de la leucemia humana de células T, virus de Epstein-Barr, virus de la leucemia murina,
virus de las paperas, virus de la estomatitis vesicular, virus sindbis, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus de las
verrugas, virus de la lengua azul, virus de Sendai, virus de la leucemia felina, virus reo, virus de la poliomielitis, virus
simio 40, virus del tumor mamario de ratén, virus del dengue, virus de la rubéola, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Toxoplasma gondii, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rhodesiensei, Trypanosoma
brucei, Schistosoma mansoni, Schistosoma japanicum, Babesia bovis, Elmeria tenella, Onchocerca volvulus,
Leishmania tropica, Trichinella spiralis, Theileria parva, Taenia hydatigena, Taenia ovis, Taenhia saginata,
Echinococcus granulosus, Mesocestoides corti, Mycoplasma arthritidis, M. hyorhinis, M. orale, M. arginini,
Acholeplasma laidlawii, M. salivarium y M. pneumoniae. En Casadevall, Clin Immunol 1999; 93(1):5-15, se incluye una
revisién que enumera los anticuerpos contra organismos infecciosos (anticuerpos antitoxina y antivirales), asi como
otras dianas.
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Un agente terapéutico es una molécula o atomo que se administra por separado, concurrentemente o
secuencialmente con una fraccidén de unién, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, o un subfragmento
del mismo, y es util en el tratamiento de una enfermedad. Los ejemplos de agentes terapéuticos incluyen, pero no se
limitan a, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, conjugados, farmacos, agentes citotéxicos, agentes proapoptéticos,
toxinas, nucleasas (incluyendo ADNsas y ARNsas), hormonas, inmunomoduladores, quelantes, compuestos de boro,
agentes o colorantes fotoactivos, radioisétopos o radionucleidos, oligonucleétidos, ARN de interferencia, péptidos,
agentes antiangiogénicos, agentes quimioterapéuticos, citoquinas, quimiocinas, profarmacos, enzimas, proteinas o
péptidos de unién, conjugados o combinaciones de los mismos.

Un conjugado es un componente de anticuerpo u otra fraccién de direccionamiento conjugado con un agente
terapéutico. Los agentes terapéuticos adecuados se han descrito anteriormente.

Como se usa en la presente, el término proteina de fusién de anticuerpos es una molécula de unién a antigeno
producida recombinantemente en la que se unen dos o mas segmentos iguales o diferentes de anticuerpos naturales,
anticuerpos de cadena sencilla o fragmentos de anticuerpos con las mismas especificidades o unas diferentes. Una
proteina de fusion comprende por lo menos un sitio de unién especifico. La valencia de la proteina de fusién indica el
namero total de brazos o sitios de unién que tiene la proteina de fusién con el antigeno o antigenos o epitopo o
epitopos; es decir, monovalente, bivalente, trivalente o mutlivalente. La multivalencia de la proteina de fusiéon de
anticuerpos significa que puede aprovechar multiples interacciones en la unién a un antigeno, aumentando por tanto
la avidez de unidn al antigeno, o a diferentes antigenos. La especificidad indica a cuantos tipos diferentes de antigeno
0 epitopo es capaz de unirse una proteina de fusién de anticuerpos; es decir, monoespecifica, biespecifica,
triespecifica, multiespecifica. Usando estas definiciones, un anticuerpo natural, por ejemplo, una IgG, es bivalente
porque tiene dos brazos de unién, pero es monoespecifico porque se une a un solo tipo de antigeno o epitopo. Una
proteina de fusién multivalente monoespecifica tiene més de un sitio de unién para el mismo antigeno o epitopo. Por
ejemplo, un diacuerpo monoespecifico es una proteina de fusién con dos sitios de unién reactivos con el mismo
antigeno. La proteina de fusién puede comprender una combinacién multivalente o multiespecifica de diferentes
componentes de anticuerpos o miultiples copias del mismo componente de anticuerpos. La proteina de fusiéon puede
contener ademas un agente terapéutico.

Un inmunomodulador es un agente terapéutico que, cuando esta presente, altera, suprime o estimula el
sistema inmunitario del organismo. Tipicamente, un inmunomodulador de uso estimula las células inmunitarias para
que proliferen o se activen en una cascada de respuesta inmunitaria, como macréfagos, células dendriticas, células B
y/o células T. Sin embargo, en algunos casos un inmunomodulador puede suprimir la proliferacién o activacién de
células inmunitarias, como en el tratamiento terapéutico de enfermedades autoinmunitarias. Un ejemplo de
inmunomodulador descrito en la presente es una citoquina, que es una proteina pequefia soluble de aproximadamente
5-20 kDa liberada por una poblacidn celular (por ejemplo, linfocitos T cebados) al entrar en contacto con antigenos
especificos, y que actla como mediador intercelular entre células. Como comprenderan los expertos en la técnica, los
ejemplos de citoquinas incluyen las linfoquinas, las monocinas, las interleucinas y varias moléculas de sefializacién
relacionadas, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y los interferones. Las quimiocinas son un subconjunto de las
citoquinas. Algunas interleucinas e interferones son ejemplos de citoquinas que estimulan la proliferacién de células T
u otras células inmunitarias.

CPT es la abreviatura de camptotecina, y tal como se usa en la presente solicitud CPT representa la propia
camptotecina o un analogo o derivado de la camptotecina. Las estructuras de la camptotecina y algunos de sus
analogos, con la numeracion indicada y los anillos etiquetados con las letras A-E, se dan en la férmula 1 en el Cuadro
1 a continuacién.

Cuadro 1

(1)

CPT: Ry = R2=R3 = H 10-Hidroxi-CPT: R1=0OH; R2=Rs=H CPT-11: Ry =
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OO
)
R» = etilo; Rz = H SN-38: R1 = OH; Rs = etilo; Rs = H Topotecan: R1 = OH; R> = H; Rz = CH2 -N(CHzs)2

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se han concebido los siguientes métodos para la preparacion de conjugados de CPT o un anélogo o derivado
de CPT (colectivamente 'CPT') con una fraccién de direccionamiento como un anticuerpo (MAb). (1) La solubilidad de
la CPT se mejora colocando una fraccién definida de polietilenglicol (PEG) entre la CPT y el vector de
direccionamiento; (2) un primer conector conecta el farmaco en un extremo y termina con un grupo acetileno o un
grupo azida o acetileno en el otro extremo; este primer conector comprende una fraccién definida de PEG con un
grupo azida o acetileno en un extremo y un grupo reactivo diferente, como un acido carboxilico o un grupo hidroxi, en
el otro extremo, y dicho PEG definido bifuncional se une a una CPT-20-derivado de éster de un aminoacido o a CPT-
20-O-cloroformiato; alternativamente, la fraccién no de azida (o acetileno) de dicho PEG bifuncional definido se une
opcionalmente a un conector escindible, escindible por peptidasas intracelulares o por pH bajo en ciertos
compartimentos intracelulares, y el conector escindible se une al farmaco; (3) un segundo conector, que comprende
un grupo de acoplamiento de la fraccién de direccionamiento y un grupo reactivo complementario al grupo azida (o
acetileno) del primer conector, concretamente, acetileno (o azida), reacciona con el conjugado farmaco-(primer
conector) mediante una reacciéon de cicloadicién acetileno-azida para proporcionar el producto farmacéutico
bifuncional final que es util para conjugarse con las fracciones de direccionamiento de la enfermedad, como los
anticuerpos de direccionamiento a la enfermedad; (4) el grupo de acoplamiento de anticuerpos esta disefiado para
que sea un tiol o un grupo reactivo al tiol; (5) se conciben métodos para la regeneracién selectiva del grupo 10-hidroxilo
en presencia del carbonato de C-20 en preparaciones de precursor de conector de farmaco que implican analogos de
CPT como SN-38 y (6) el grupo 10-hidroxilo de los analogos de CPT se protege alternativamente como un éster o
carbonato, distinto del "BOC", de tal manera que la CPT bifuncional se conjuga con la fraccién de direccionamiento
sin desproteccion previa de este grupo protector, y el grupo protector se desprotege facilmente en condiciones de pH
fisiolégico después de que se haya administrado el bioconjugado. En el acoplamiento acetileno-azida, denominado en
la técnica "quimica de clic", la parte de azida puede estar en L2 y la parte de acetileno en L3; alternativamente, L2
puede contener acetileno y L3 azida. La "quimica del clic" es una reaccién de cicloadicién catalizada por cobre (+1)
entre una fraccién de acetileno y una fraccién de azida, y es una técnica relativamente reciente en bioconjugaciones
(Kolb HC y Sharpless KB, Drug Discov Today 2003; 8: 1128-37). La quimica de clic tiene lugar en solucién acuosa en
condiciones de pH casi neutro, por lo que es apta para la conjugacién de farmacos. La ventaja de la quimica del clic
es gque es quimioselectiva y complementa otras quimicas de conjugacién bien conocidas, como la reaccién tiol-
maleimida. En el analisis siguiente, cuando un conjugado comprende un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, puede
sustituirse por otro tipo de fraccién de unién, como un aptdmero, avimero o péptido diana.

Una divulgaciéon genérica se dirige a un conjugado de un derivado farmacéutico de la camptotecina y un
anticuerpo de la férmula general 2,

MADb-[L3HL2L1 ]mAA-CPT 2)

donde MADb es un anticuerpo de direccionamiento a la enfermedad; CPT es camptotecina (CPT) o un analogo de la
misma; L-3 es un componente del reticulante que comprende una fracciéon de acoplamiento de anticuerpos y uno o
mas grupos acetileno (o azida); L2 comprende un PEG definido con azida (o acetileno) en un extremo, complementario
a la fraccién de acetileno (o azida) en el conector 3, y un grupo reactivo como un acido carboxilico o un grupo hidroxilo
en el otro extremo; L1 comprende un conector colapsable, o una fraccién escindible por peptidasa opcionalmente
unida a un conector colapsable, o una fraccién escindible por acido; AA es un aminoacido; m es un nimero entero con
valores de 0 0 1, y n es un nimero entero con valores de 0, 1, 2, 3, 0 4.

Sim es 0, se forma primero una fraccidn de éster entre el 4cido carboxilico de un aminoacido como la glicina,
la alanina o la sarcosina, o de un péptido como la glicilglicina, y el 20-hidroxilo de la CPT. En estos casos, el extremo
N-terminal del aminoé&cido o polipéptido se protege como un derivado Boc 0 Fmoc o un monometoxitritilo (MMT), que
se desprotege después de la formacién de un enlace éster con el 20-hidroxilo de CPT. La eliminacién selectiva del
grupo protector amina, en presencia de un grupo protector BOC en la posicién C-10-hidroxilo de los analogos de CPT
que contienen el grupo 10-hidroxilo adicional, como en algunos anélogos mostrados en el Cuadro 1, se consigue
usando monometoxitritilo (MMT) como grupo protector del grupo amino del aminoacido o polipéptido implicado en la
formacion del éster, ya que el 'MMT' es eliminable mediante un tratamiento acido suave como el acido dicloroacético
que no escinde un grupo BOC. Después de desenmascarar el grupo amino del aminoacido o polipéptido que forma
un enlace éster con CPT en la posicién 20, el grupo amino se hace reaccionar con la forma activada del grupo COOH
en la fraccién de PEG de L1 en condiciones estdndar de formacién de amida. L3 puede comprender un grupo reactivo
a tiol que se une a los grupos tiol de dicha fraccién de direccionamiento. El grupo reactivo a tiol es opcionalmente una
maleimida o vinilsulfona, o bromoacetamida, o yodoacetamida, que se une a los grupos tiol de dicha fracciéon de
direccionamiento. Ventajosamente, dicho reactivo con un grupo reactivo a tiol se genera a partir de succinimidil-4-(N
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) o a partir de succinimidil-(e-maleimido)caproato, por ejemplo,
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siendo el grupo reactivo a tiol un grupo maleimida.

Ventajosamente, m es 0, y AA comprende una fraccidn polipeptidica, preferiblemente tri o tetrapeptidica, que
es escindible por una peptidasa intracelular como la catepsina-B. Ejemplos de péptidos escindibles por catepsina-B
son: Phe-Lys, Val-Cit (Dubowchick, 2002), Ala-Leu, Leu-Ala-Leu, y Ala-Leu-Ala-Leu (Trouet et al., 1982).

Ventajosamente, L1 se compone de un polipéptido que puede eliminarse intracelularmente, como un péptido
que puede eliminarse con catepsina B, conectado al conector colapsable alcohol p-aminobencilico en el extremo C-
terminal del péptido, cuya porcidén de alcohol bencilico estad a su vez unida directamente al CPT-20-O-cloroformiato.
En este caso, n es 0. Alternativamente, cuando "n" es distinto de cero, la porcién de alcohol bencilico de la fraccidén
del alcohol p-amidobencilico estd unida al extremo N-terminal del aminoécido o polipéptido de enlace en la posicién
20 de CPT a través de la forma activada del alcohol p-amidobencilico, concretamente PABOCOPNP donde PNP es
p-nitrofenilo. Ventajosamente, el conector comprende un grupo reactivo a tiol que se une a grupos tiol de dicha fraccién
de direccionamiento. El grupo reactivo a tiol es opcionalmente una maleimida o vinilsulfona, o bromoacetamida, o
yodoacetamida, que se une a los grupos tiol de dicha fracciéon de direccionamiento. Ventajosamente, dicho reactivo
que lleva un grupo reactivo a tiol se genera a partir de succinimidil-4-(N maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato
(SMCC) o a partir de succinimidil-(e-maleimido)caproato, por ejemplo, el grupo reactivo a tiol siendo un grupo
maleimida.

Ventajosamente, el componente L2 del conjugado contiene un espaciador de polietilenglicol (PEG) que puede
tener un tamafio de hasta MW 5000, y en un ejemplo mas ventajoso, el PEG es un PEG definido con (1-12 o 1-30)
unidades de repeticién monoméricas. En un ejemplo méas ventajoso, el PEG es un PEG definido con 1-12 unidades
de repeticibn monoméricas. La introduccion de PEG puede implicar el uso de derivados de PEG
heterobifuncionalizados que estan disponibles comercialmente. En el contexto de la presente divulgacién genérica, el
PEG heterobifuncional contiene un grupo azida o acetileno. Un ejemplo de PEG heterobifuncional definido que
contiene 8 unidades de repeticibn monoméricas, con 'NHS' siendo succinimidilo, se proprociona a continuacién en la

férmula 3:
0 0
0]
NMO/€\/ V\HJJ\/O\)LONHS
7

3)

Ventajosamente, L3 tiene una pluralidad de grupos acetileno (o azida), que varian entre 2-40, pero
preferiblemente entre 2-20, y mas preferiblemente entre 2-5, y una Unica fraccidén de unién al vector de
direccionamiento.

A continuacién, se muestra un conjugado SN-38 representativo (un analogo de CPT) de un anticuerpo,
preparado con un derivado de SN-38 que contiene maleimida, con la unién a MAb representada como una succinimida.
Aqui, m =0, y el éster 20-O-AA que se une a SN-38 es glicinato; el acoplamiento azida-acetileno que une las partes
L2 y L3 de la férmula 2 da como resultado la fraccién de triazol como se muestra.

e Se N S

N. .N
N ~ 0

(4)

A continuacién, se presenta un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo, preparado con un derivado
del conector de SN-38 que contiene maleimida, con la unién a MAb representada como una succinimida. Aqui, n =0
en la férmula general 2; 'L1' contiene un dipéptido escindible con catepsina-B unido a la fraccion de alcohol p-
aminobencilico colapsable, y esta Ultima estd unida a SN-38 como una unién de carbonato en la posicién 20; el
acoplamiento de azida-acetileno que une las partes 'L2' y 'L3' de la férmula 2 da como resultado la fraccidén de triazol
como se muestra.
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MADb
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A continuacién, se muestra un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo, preparado con un derivado
del conector de SN-38 que contiene maleimida, con la unién al MAb representada como una succinimida. Aqui, el
éster 20-O-AA que se une a SN-38 es glicinato que se une a la porcién L1 a través de una fraccién de alcohol p-
aminobencilico y un dipéptido escindible con catepsina-B; este ultimo se une a su vez a 'L2' a través de un enlace
amida, mientras que las partes 'L2' y 'L3' de la formula general 2 se acoplan a través de 'quimica de clic' azida-
acetileno, como se muestra.

MADb

7 o

oi\(:ojﬂw—\m/\ /f\/osrﬁNfg
¢

o}
0™ “Phe-Lys-NH Q_E)J\ o
N
H

O, o~
R

()

A continuacién, se presenta un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo, preparado con un derivado
del conector de SN-38 que contiene maleimida, con la unidén al MAb representada como una succinimida. Aqui, n =0
en la férmula general 2; 'L1' contiene sélo la fraccidén de alcohol p-aminobencilico colapsable, y esta ultima esta unida
a SN-38 como una unién de carbonato en la posicién 20; el acoplamiento de azida-acetileno que une las partes 'L2'y
'L3' de la formula 2 da como resultado la fraccion de triazol como se muestra.
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(7)

A continuacién, se presenta un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo, preparado con un derivado
del conector de SN-38 que contiene maleimida, con la unién a MAb representada como una succinimida. Aqui, m =0,
n =0 en la férmula general 2; 'L2' que contiene PEG azido se une a SN-38 como un enlace de carbonato en la posicién
20; el acoplamiento de azido-acetileno que une las partes 'L2' y 'L3' de la férmula 2 da como resultado la fraccidén de
triazol como se muestra.

O
(0]
MAbg(C;O)LH/\/\'\?/(’\/OjT\/\ojLo |
N N= S
O

(8)

A continuacién, se muestra un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo que contiene mdltiples
moléculas de farmaco y una Unica fraccién de unidn al vector de direccionamiento. EI componente 'L3' de esta
estructura se une a 2 grupos acetilénicos, lo que da como resultado la unién de dos moléculas de SN-38 unidas por
azida. Aqui, m = 0, y el éster 20-O-AA que se une a SN-38 es glicinato; el acoplamiento azida-acetileno que une las
partes L2 y L3 da como resultado una fraccidén de bis-triazol, como se muestra. La unién a MAb se representa como
una succinimida.
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A continuacién, se muestra un conjugado SN-38 representativo de un anticuerpo, preparado con un derivado
del conector de SN-38 que contiene maleimida, con la unién al MAb representada como una succinimida. Aqui, 'AA’
es glicinato (es decir, SN-38-20-O-glicinato), que se hace reaccionar con un acetoacetato activado. En la porcidn L1,
el 4cido PEG se convierte en la hidrazida correspondiente y se une a SN38-20-O-glicinatoacetoacetato en forma de
hidrazona. El acoplamiento azida-acetileno que une las partes L1 y L2 da como resultado la fraccién de triazol, como
se muestra. El conector escindible (‘'CL") es la fraccidén de hidrazona en el conjugado, que es escindible en condiciones
de pH bajo de ciertos compartimentos intracelulares.

MADb
640 i o Q i
O// NVO%H/»:\ /@OVNKOJLNH-NMNYO
N\\N/N\/\O 7 H 0o —

(10)

Ventajosamente, cuando el farmaco bifuncional contiene una fraccién reactiva al tiol como grupo de unién al
anticuerpo, los tioles en el anticuerpo se generan en los grupos lisina del anticuerpo usando un reactivo de tiolacién.
Los métodos para introducir grupos tiol en los anticuerpos mediante modificaciones de los grupos lisina de los MAb
son bien conocidos en la técnica (Wong en Chemistry of protein conjugation and cross-linking, CRC Press, Inc., Boca
Raton, FL (1991), pp 20-22). Alternativamente, la reducciéon suave de los enlaces disulfuro entre cadenas en el
anticuerpo (Willner et al., Bioconjugate Chem. 4:521-527 (1993)) usando agentes reductores como ditiotreitol (DTT)
puede generar de 7 a 10 tioles en el anticuerpo; lo que tiene la ventaja de incorporar multiples fracciones de CPT tras
la reaccién con [L]-ester-CPT de la formula general dada anteriormente, en la regién entre cadenas de MAb lejos de
la regién de unién al antigeno. De esta manera, el CPT con un grupo reactivo a tiol puede conjugarse con el MAb bien
especificamente en las cisteinas generadas por reduccién de disulfuro, bien indirectamente en las cadenas laterales
de lisina del MAb derivatizado para que posea grupos tiol.

En una realizacién preferida de la presente invencién como se define en las reivindicaciones, la fraccion
quimioterapéutica preferida se selecciona del grupo que consiste en CPT, 10-hidroxicamptotecina, SN-38, topotecan,
lurtotecan, 9-aminocamptotecina, 9-nitrocamptotecina y derivados de los mismos. En una realizacién més preferida
de la invencién como se define en las reivindicaciones, la fracciéon quimioterapéutica es SN-38. Preferiblemente, en
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los conjugados de las realizaciones preferidas de la presente invencién como se define en las reivindicaciones, la
fraccién de direccionamiento se enlaza con por lo menos una fraccién quimioterapéutica; preferiblemente de 1 a
aproximadamente 12 fracciones quimioterapéuticas; méas preferiblemente de aproximadamente 6 a aproximadamente
12 fracciones quimioterapéuticas.

Ademas, el componente conector 'L3' puede comprender un grupo tiol que reacciona con un residuo reactivo
a tiol introducido en uno o mas grupos amino de cadena lateral de lisina de dicha fraccién de direccionamiento. En
tales casos, el anticuerpo se prederivatiza con un grupo reactivo a tiol como una maleimida, vinilsulfona,
bromoacetamida, o yodoacetamida mediante procedimientos bien descritos en la técnica.

En el contexto de la invenciéon como se define en las reivindicaciones, se descubrié sorprendentemente un
proceso mediante el cual pueden prepararse conectores de farmacos CPT en los que el CPT tiene ademés un grupo
10-hidroxilo. Este proceso implica, pero no se limita a, la proteccién de dicho grupo 10-hidroxilo como un derivado de
t-butiloxicarbonilo (BOC), seguido de la preparacién del penultimo producto intermedio del conjugado farmaco-
conector. Habitualmente, la eliminacién del grupo BOC requiere un tratamiento con un acido fuerte como el acido
trifluoroacético (TFA). En estas condiciones, el carbonato de 20-O-conector de CPT, que contiene grupos protectores
que deben eliminarse, también es susceptible de escisién, dando lugar asi a CPT no modificada. De hecho, la
justificacién de usar un grupo protector de metoxitritilo (MMT) ligeramente eliminable para la cadena lateral de lisina
de la molécula conectora, como se enuncia en la técnica, era precisamente evitar esta posibilidad (Walker et al., 2002).
Se descubrié que la eliminacién selectiva del grupo protector fenélico BOC es posible llevando a cabo reacciones de
corta duracién, dptimamente de 3 a 5 minutos. En estas condiciones, el producto predominante era aquel en el que se
eliminaba el 'BOC' en la posiciéon 10-hidroxilo, mientras que el carbonato en la posicién '20' permanecia intacto.

Un enfoque alternativo implica proteger la posicién 10-hidroxi de los anélogos de CPT con un grupo distinto
del 'BOC', de tal manera que el producto final esté listo para la conjugacién con anticuerpos sin necesidad de
desproteger el grupo protector 10-OH. Dicho grupo protector 10-hidroxi, que convierte el 10-OH en un carbonato
fendlico o un éster fendlico, se desprotege facilmente por condiciones de pH fisioldgico o por esterasas tras la
administracién in vivo de los conjugados. La eliminacién mas rapida de un carbonato fenélico en la posicién 10 frente
a un carbonato terciario en la posicién 20 de la 10-hidroxicamptotecina en condiciones fisioldégicas ha sido descrita por
He et al. (He et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry 12: 4003-4008 (2004)). La estructura 11 a continuacién muestra
el conjugado SN-38 de esta realizacién, con un grupo protector 10-hidroxi en SN-38 mostrado como 'COR' donde R
puede ser un alquilo sustituido como '‘N(CHz)>-(CH>)n-' donde n es 2-10 y en donde el grupo amino terminal esta
opcionalmente en forma de una sal cuaternaria para solubilidad acuosa mejorada, o un residuo alquilo simple como
'CH3-(CH»)n-' donde n es 0-10, o puede ser una fraccién alcoxi como 'CHs-(CH2)n-O-' donde n es 0-10 o 'N(CHz3)»-
(CH2)n-O-' donde n es 2-10, o0 'R1O-(CH>-CH»-O),-CH2-CH2>-O-' donde R4 es etilo o metilo y n es un nimero entero con
valores de 0-10. Estos derivados 10-hidroxi se preparan facilmente mediante tratamiento con el cloroformiato del
reactivo elegido, si el derivado final ha de ser un carbonato. Tipicamente, la camptotecina que contiene 10-hidroxi
como SN-38 se trata con un equivalente molar del cloroformiato en dimetilformamida que usa trietilamina como la
base. En estas condiciones, la posicién 20-OH no se ve afectada. Para formar 10-O-ésteres, se usa el cloruro de acido
del reactivo elegido.

M

Ab
(o) 0]
gﬁ\/o/«'\‘ i
© H/?:\N /f\/osf/\'\‘)\
N0 7 H o

L

0] Phe-Lys-NH

(11)

En una realizacion de la invencién como se define en las reivindicaciones, la fraccién de direccionamiento es
un anticuerpo monoclonal (MAb). En una realizacién adicional de la invencién como se define en las reivindicaciones,
la fraccién de direccionamiento puede ser un MAb multivalente y/o multiespecifico. La fraccién de direccionamiento
puede ser un anticuerpo monoclonal murino, quimérico, humanizado o humano, y dicho anticuerpo puede estar intacto,
en forma de fragmento (Fab, Fab', F(ab),, F(ab'),), o subfragmento (construcciones de cadena sencilla), o de un isotipo
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de 1gG1, 1gG2a, 1gG3, 19G4, IgA, o submoléculas de los mismos.

En una realizacion preferida de la invencion como se define en las reivindicaciones, la fraccién de
direccionamiento es un anticuerpo monoclonal que es reactivo con un antigeno o epitopo de un antigeno expresado
en una célula cancerosa o maligna. La célula cancerosa es preferiblemente una célula de un tumor hematopoyético,
carcinoma, sarcoma, melanoma o un tumor glial. Una enfermedad maligna preferida a tratar de acuerdo con la
presente invencién es un tumor sélido maligno o una neoplasia hematopoyética.

En una realizacién preferida de la invencion como se define en las reivindicaciones, la fraccién escindible
intracelularmente puede ser escindida después de ser internalizada en la célula al ser unida por el conjugado MAb-
farmaco a un receptor de la misma, y particularmente escindida por esterasas y peptidasas.

La fraccién de direccionamiento es un anticuerpo (incluyendo anticuerpos totalmente humanos, no humanos,
humanizados o quiméricos) o un fragmento de anticuerpo (incluyendo fragmentos producidos enzimatica o
recombinantemente) o proteinas de unién que incorporan secuencias de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.
Los anticuerpos, fragmentos y proteinas de unién pueden ser multivalentes y multiespecificos o multivalentes y
monoespecificos, como se ha definido anteriormente.

Las proteinas de unién multivalentes y multiespecificas o multivalentes y monoespecificas pueden ser
proteinas de fusién. En una realizacién preferida de la invencién tal como se define en las reivindicaciones, las
proteinas de fusiéon se ensamblan mediante la tecnologia 'dock and lock (DNL)' (Rossi EA, et al., Proc Natl Acad Sci
USA 2006; 103:6841-6846; Publicaciones de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20060228300; 20070086942
y 20070140966). La técnica DNL se basa en la formacién de complejos de moléculas de unién de origen natural, por
ejemplo, entre las regiones de dominio de dimerizacién y de acoplamiento (DDD) de las subunidades reguladoras de
la proteina quinasa dependiente de cAMP y la secuencia de dominio de anclaje (AD) obtenida de una amplia variedad
de proteinas de anclaje de A-quinasas (AKAPs). Los dominios DDD dimerizan espontdneamente y luego se unen a
una Unica secuencia AD. Asi, varios efectores pueden unirse a las secuencias DDD y AD para formar complejos de
estequiometria definida. En el caso més sencillo, el resultado es un trimero compuesto por dos subunidades idénticas
que incorporan una secuencia DDD y una subunidad que incorpora una secuencia AD. Sin embargo, son posibles
muchas variaciones de tales ensamblajes, incluyendo homodimeros, homotetrameros, heterotetrameros y homo o
heterohexameros (véanse las Publicaciones de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20060228357 y
20070140966). A continuacién, se describen secuencias DDD y AD ejemplares que pueden usarse en el método DNL
para formar complejos sintéticos.

DDD1
SHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVEFAVEYFTRLREARA (SEQ ID NO: 1)

DDD2
CGHIQIPPGLTELLQGYTVEVLRQQPPDLVEFAVEYFTRLREARA (SEQ ID NO:2)

AD1
QIEYLAKQIVDNAIQQ (SEQ ID NO:3)

AD2
CGQIEYLAKQIVDNAIQQAGC (SEQ ID NO:4)

En una realizacion preferida de la presente invencion, se usan MAbs que reconocen o se unen a marcadores
0 antigenos asociados a tumores que se expresan a altos niveles en las células diana y que se expresan
predominantemente o sélo en las células enfermas frente a los tejidos normales, y anticuerpos que se internalizan
rapidamente. Los anticuerpos Utiles dentro del alcance de la presente invencién incluyen MAbs con propiedades como
las descritas anteriormente (y muestran propiedades distintivas de diferentes niveles de internalizaciéon en células y
microorganismos), y contemplan el uso de, pero no se limitan a, en céncer, los siguientes MAbs: LL1 (anti-CD74), LL2
y RFB4 (anti-CD22), RS7 (antiglicoproteina epitelial-1 (EGP-1)), PAM-4 y KC4 (ambos antimucina), MN-14 (antigeno
anticarcinoembrionario (CEA, también conocido como CD6&6e), MN-3 0 MN-15 (NCA o CEACAMB), Mu-9 (antigeno-p
especifico del colon), Immu 31 (una antialfa-fetoproteina), TAG-72 (por ejemplo, CC49), Tn, J591 (anti-PSMA
(antigeno de membrana especifico de la préstata)), G250 (un MAb anticarbénico de la anhidrasa IX) y L243 (anti-HLA-
DR). Tales anticuerpos son conocidos en la técnica (por ejemplo, Patentes de Estados Unidos N° 5,686,072,
5,874,540; 6,107,090; 6,183,744, 6,306,393, 6,653,104; 6,730.300; 6,899,864, 6,926,893; 6,962,702; 7,074,403;
7,230,084, 7,238,785; 7,238,786, 7,256,004, 7,282,567, 7,300,655; 7,312,318; y Publicaciones de Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 20040185053; 20040202666, 2005027167 1; 20060193865; 20060210475; 20070087001.)

Otros antigenos Utiles a los que se puede apuntar usando estos conjugados son HER-2/neu, BrE3, CD19,
CD20 (por ejemplo, C2B8, hA20, 1F5 MAbs), CD21, CD23, CD37, CD38, CD40, CD45, CD74, CD79, CD80, CD138,
CEACAMS5, CEACAMSG, alfa-fetoproteina (AFP), VEGF (por ejemplo, AVASTIN®, variante de empalme de
fibronectina), fibronectina ED-B (por ejemplo, L19), receptor EGF o ErbB1 (por ejemplo, ERBITUX®), ErbB2, ErbB3,
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factor de crecimiento placentario (PIGF), MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5, PSMA, gangliésidos, HCG, EGP-2 (por
ejemplo, 17-1A), CD37, HLA-DR, CD30, la, A3, A33, Ep-CAM, KS-1, Le(y), mesotelina, S100, PSA (antigeno prostatico
especifico), tenascina, receptor de folato, antigenos de Thomas-Friedenreich, antigenos de necrosis tumoral,
antigenos de angiogénesis tumoral, Ga 733, IL-2, IL-6, T101, MAGE, factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF),
factor de inhibicién de la migracién de macréfagos (MIF), antigeno HLA-DR al que se une L243, antigenos CD66, es
decire., CD66a-d o una combinacién de los mismos, asi como antigenos de células madre cancerigenas, como CD133
y CD44.

Los antigenos CD66 consisten en cinco glicoproteinas diferentes con estructuras similares, CD66a-e,
codificadas por los miembros de la familia genética del antigeno carcinoembrionario (CEA), BCG, CGM6, NCA, CGMA1
y CEA, respectivamente. Estos antigenos CD66 (por ejemplo, CEACAMB) se expresan principalmente en granulocitos,
células epiteliales normales del tracto digestivo y células tumorales de varios tejidos. También se incluyen como dianas
adecuadas para los canceres los antigenos testiculares del cancer, como NY-ESO-1 (Theurillat et al., Int. J. Cancer
2007; 120(11):2411-7), asi como CD79a en la leucemia mieloide (Kozlov et al., Cancer Genet. Cytogenet. 2005;
163(1):62-7) y también enfermedades de células B, y CD79b para el linfoma no Hodgkin (Poison et al., Blood
110(2):616-623). Una serie de los antigenos mencionados anteriormente se divulgan en la Solicitud Provisional de
Estados Unidos N° de Serie 60/426.379, titulada 'Use of Multi-specific, Non-covalent Complexes for Targeted Delivery
of Therapeutics', presentada el 15 de noviembre de 2002. Las células madre cancerigenas, a las que se atribuye que
son poblaciones de células malignas precursoras mas resistentes a las terapias (Gan, J Cell Mol. Med. 2007, 5 de
diciembre [publicacién electrénica antes de impresién]; Hill y Perris, J. Natl. Cancer Inst. 2007; 99(19:1435-40), tienen
antigenos que pueden ser diana en ciertos tipos de cancer, como el CD133 en el cancer de préstata (Maitland et al,,
Ernst Schering Found. Sympos. Proc. 2006; 5:155-79), cancer de pulmdn de células no pequefias (Donnenberg et al,,
J. Control Release 2007; 122(3):385-91) y glioblastoma (Beier et al., Cancer Res. 2007; 67(9):4010-5), y CD44 en
cancer colorrectal (Dalerba er al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007; 104(24)10158-63), cancer de péancreas (Li et al,,
Cancer Res. 2007; 67(3):1030-7), y en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Prince et al., Proc. Acad.
Sci. USA 2007; 104(3)973-8).

En la terapia del mieloma mdltiple, se han descrito anticuerpos de direccionamiento adecuados contra, por
ejemplo, CD38 y CD138 (Stevenson, Mol Med 2006; 12(11-12):345-346; Tassone et al., Blood 2004; 104(12):3688-
96), CD74 (Stein et al,, ibid.), CS1 (Tai et al,, Blood 2007; Oct 9 (epub antes de impresion), y CD40 (Tai et al., 2005;
Cancer Res. 65(13):5898-5906).

Un analisis exhaustivo reciente de las dianas antigénicas adecuadas (designacién de grupos o CD) en las
células hematopoyéticas malignas, tal como muestra la citometria de flujo y que puede servir de guia para seleccionar
los anticuerpos adecuados para la inmunoterapia conjugada con farmacos es Craig y Foon, Blood prepublicado online
el 15 de enero de 2008; DOL 10.1182/blood-2007-11-120535,

En otra realizacién preferida de la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, se usan
anticuerpos que se internalizan rapidamente y luego se vuelven a expresar, se procesan y presentan en las superficies
celulares, lo que permite la captacién y acumulacién continuas del conjugado circulante por la célula. Un ejemplo del
par anticuerpo/antigeno més preferido es LL1, un MAb anti-CD74 (cadena invariante, chaperona especifica de clase
1, li) (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 6.653.104; 7.312.318; y las Publicaciones de Solicitud
de Patente de Estados Unidos N°. 20020187153; 20030220470, 20040185053; 20040202666; 20040219203;
20050271671; 20060014245; 20060193865; 20070207146). El antigeno CD74 esta altamente expresado en linfomas
de células B (incluido el mieloma multiple) y leucemias, ciertos linfomas de células T, melanomas, cénceres de colon,
pulmén y rifién, glioblastomas y otros tipos de cancer (Ong et al., Immunology 98:296-302 (1999)), asi como en ciertas
enfermedades autoinmunes. En Stein et al.,, Clin Cancer Res. 2007 Sep 15;13(18 Pt 2):5556s-5563s, figura una
revisién del uso de anticuerpos CD74 en el cancer.

Las enfermedades que se tratan preferiblemente con anticuerpos anti-CD74 incluyen, entre otras, el linfoma
no Hodgkin, la enfermedad de Hodgkin, el melanoma, los cénceres de pulmodn, renal y de colon, el glioblastoma
multiforme, los histiocitomas, las leucemias mieloides y el mieloma multiple. La expresién continua del antigeno CD74
durante breves periodos de tiempo en la superficie de las células diana, seguido de la internalizacion del antigeno, y
la reexpresiéon del antigeno, permite que el anticuerpo LL1 diana sea internalizado junto con cualquier fraccion
quimioterapéutica que lleve. Esto permite acumular en el interior de dichas células una concentracién elevada y
terapéutica del conjugado LL1-farmaco quimioterapéutico. Los conjugados LL1-farmaco quimioterapéutico
internalizados pasan a través de los lisosomas y endosomas, y la fracciéon quimioterapéutica se libera en forma activa
dentro de las células diana.

De acuerdo con la presente invencién, como se define en las reivindicaciones, el conjugado de un farmaco
de camptotecina (CPT) y una fraccién de direccionamiento es para su uso en un método de tratamiento del cancer en
un sujeto, en donde el método comprende la administracién a un sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz del
conjugado terapéutico como se describe en la presente. Las enfermedades que pueden tratarse con los conjugados
terapéuticos de las realizaciones preferidas de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, enfermedades
malignas de células B (por ejemplo, linfoma no Hodgkin y leucemia linfocitica crénica usando, por ejemplo, LL2 MAb;
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véase la Patente de Estados Unidos N° 6.183.744), adenocarcinomas de epitelios del sistema digestivo derivados del
endodermo, canceres como cancer de mama y cancer de pulmdn de células no pequefias, y otros carcinomas,
sarcomas, tumores gliales, leucemias mieloides, etc. En particular, se usan ventajosamente anticuerpos contra un
antigeno, por ejemplo, un antigeno oncofetal, producido por o asociado con un tumor sélido maligno o una neoplasia
hematopoyética, por ejemplo, un tumor gastrointestinal, de pulmén, de mama, de préstata, de ovario, testicular,
cerebral o linfatico, un sarcoma o un melanoma. Tales agentes terapéuticos pueden administrarse una o varias veces,
dependiendo del estado de la enfermedad y de la tolerabilidad del conjugado, y también pueden usarse dptimamente
en combinacién con otras modalidades terapéuticas, como cirugia, radiacién externa, radioinmunoterapia,
inmunoterapia, quimioterapia, terapia antisentido, terapia de ARN de interferencia, terapia génica y similares. Cada
combinacién se adaptara al tipo de tumor, estadio, estado del paciente y terapia previa, asi como a otros factores que
considere el médico responsable.

Como se usa en la presente, el término 'sujeto’ se refiere a cualquier animal (es decir, vertebrados e
invertebrados), incluyendo, entre otros, los mamiferos, incluyendo los seres humanos. El término sujeto también
incluye roedores (por ejemplo, ratones, ratas y cobayas). No se pretende que el término se limite a una edad o sexo
particulares. Por tanto, el término engloba a sujetos adultos y recién nacidos, asi como a fetos, ya sean varones o
hembras.

En otra realizacion preferida de la invencién como se define en las reivindicaciones, los conjugados
terapéuticos que comprenden el MAb Mu-9 de las realizaciones preferidas de la presente invencién pueden usarse
para tratar canceres colorrectales, asi como pancreaticos y ovaricos, como se divulga en la Patente de Estados Unidos
N° 6.962.702 y la Solicitud de Estados Unidos N° de Serie 10/116.116, presentada el 5 de abril de 2002, y por Gold et
al. (Cancer Res. 50: 6405 (1990), y referencias citadas en la misma). Ademas, los conjugados terapéuticos que
comprenden el MAb PAM-4 de las realizaciones preferidas de la presente invencién pueden usarse para tratar el
cancer de pancreas, como se divulga en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° de Serie 60/388,314, presentada
el 14 de junio de 2002, y en las Patentes de Estados Unidos N° 7,238,786 y 7,282,567

En otra realizacion preferida de la invencién como se define en las reivindicaciones, los conjugados
terapéuticos que comprenden el MAb RS7 (que se une al antigeno de glicoproteina epitelial-1 [EGP-1]) de las
realizaciones preferidas pueden usarse para tratar carcinomas como carcinomas de pulmdn, estémago, vejiga urinaria,
mama, ovario, Utero y prostata, como se divulga en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° de Serie 60/360,229,
presentada el 1 de marzo de 2002, y la Patente de Estados Unidos N° 7,238,785 y por Stein et al. (Cancer Res. 50:
1330 (1990) y Antibody Immunoconj. Radiopharm. 4: 703 (1991)).

En otra realizacion preferida de la invencién como se define en las reivindicaciones, los conjugados
terapéuticos que comprenden el MAb anti-AFP de las realizaciones preferidas pueden usarse para tratar carcinoma
hepatocelular, tumores de células germinales, y otros tumores productores de AFP usando formas de anticuerpos
humanizados, quiméricos y humanos, como se divulga en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° de Serie
60/399,707, presentada el 1 de agosto de 2002, y la Patente de Estados Unidos N° 7,300,655.

En otra realizacion preferida de la invencién como se define en las reivindicaciones, los conjugados
terapéuticos que comprenden anticuerpos antitenascina pueden usarse para tratar tumores hematopoyéticos y sélidos
y los conjugados que comprenden anticuerpos antitenascina pueden usarse para ftratar tumores soélidos,
preferiblemente canceres cerebrales como glioblastomas.

En una realizacién preferida de la invencion como se define en las reivindicaciones, los anticuerpos que se
usan en el tratamiento de enfermedades humanas son versiones humanas o humanizadas (injertadas con CDR) de
anticuerpos; aunque pueden usarse versiones murinas y quiméricas de anticuerpos. Como agentes de administracién
para minimizar las respuestas inmunitarias lo més preferido son las moléculas de IgG de la misma especie. Esto es
especialmente importante cuando se consideran tratamientos repetidos. En el caso de los humanos, es menos
probable que un anticuerpo de IgG humano o humanizado genere una respuesta inmunitaria anti-lgG en los pacientes.
Los anticuerpos como hLL1 y hLL2 se internalizan rapidamente después de unirse al antigeno de internalizacién de
las células diana, lo que significa que el farmaco quimioterapéutico transportado también se internaliza rapidamente
en las células. Sin embargo, los anticuerpos que tienen tasas de internalizacién mas lentas también pueden usarse
para efectuar una terapia selectiva con esta invencién.

Los conjugados terapéuticos de la presente divulgacion pueden usarse contra patégenos, ya que se conocen
anticuerpos contra patdgenos. Por ejemplo, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos que se unen especificamente
a marcadores producidos por o asociados con lesiones infecciosas, incluyendo infecciones viricas, bacterianas,
fungicas y parasitarias, por ejemplo provocadas por patégenos como bacterias, rickettsias, micoplasmas, protozoos,
hongos y virus, y antigenos y productos asociados con tales microorganismos se han divulgado, entre otros, en Hansen
et al., Patente de Estados Unidos N° 3,927,193 y Goldenberg Patentes de Estados Unidos N°® 4,331,647, 4,348,376,
4,361,544, 4,468,457, 4,444,744, 4,818,709y 4,624,846, y en Reichert y Dewitz, citados anteriormente. Los patégenos
pueden seleccionarse del grupo que consiste en el virus VIH causante del SIDA, Mycobacterium tuberculosis,
Streptococcus agalactiae, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Legionella pneumophilia, Streptococcus
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pyogenes, Escherichia coli, Neissetia gonorrhosae, Neisseria meningitidis, Pneumococcus, Cryptococcus heoformans,
Histoplasma capsulatum, Hernophilis influenzae B, Treponema pallidum, espiroquetas de la enfermedad de Lyme,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium leprae, Brucella abortus, virus de la rabia, virus de la gripe, citomegalovirus,
virus del herpes simple |, virus del herpes simple Il, virus similar al parvo sérico humano, virus respiratorio sincitial,
virus varicela-zéster, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus del sarampidn, adenovirus, virus de la leucemia
humana de células T, virus de Epstein-Barr, virus de la leucemia murina, virus de las paperas, virus de la estomatitis
vesicular, virus sindbis, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus de las verrugas, virus de la lengua azul, virus de
Sendai, virus de la leucemia felina, reovirus, virus de la polio, virus simio 40, virus del tumor mamario del ratén, virus
del dengue, virus de la rubéola, virus del Nilo occidental, Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Toxoplasma
gondii, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma rhodesiensei, Trypanosoma brucei, Schistosoma
mansoni, Schistosoma japanicum, Babesia bovis, Elmeria tenella, Onchocerca volvulus, Leishmania tropica,
Trichinella spiralis, Theileria parva, Taenia hydatigena, Taenia ovis, Taenia saginata, Echinococcus granulosus,
Mesocestoides corti, Mycoplasma arthritidis, M. hyorhinis, M. orale, M. arginini, Acholeplasma laidlawii, M. salivarium
y M. pneumoniae, como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.440.416.

Los conjugados de farmacos de la presente divulgacion que comprenden anticuerpos anti-gp120 y otros de
tales anticuerpos anti-VIH pueden usarse como agentes terapéuticos para el VIH en pacientes con SIDA; y los
conjugados de farmacos de anticuerpos contra Mycobacterium tuberculosis son adecuados como agentes
terapéuticos para la tuberculosis refractaria a farmacos. Se han examinado las propiedades antivirales de proteinas
de fusién de MADb anti-gp120 (MAb anti-VIH) y una toxina, como la exotoxina de Pseudomonas (Van Oigen et al., J
Drug Target, 5:75-91, 1998). Los intentos de tratar la infeccién por VIH en pacientes con SIDA fracasaron,
posiblemente debido a una eficacia insuficiente 0 a una toxicidad inaceptable para el huésped. Los conjugados de
farmacos de la presente invencién carecen ventajosamente de los efectos secundarios téxicos de las toxinas proteicas
y, por lo tanto, se usan ventajosamente para tratar la infecciéon por VIH en pacientes con SIDA. Estos conjugados de
farmacos pueden administrarse solos o en combinacién con otros antibiticos o agentes terapéuticos que son eficaces
en tales pacientes cuando se administran solos. Los anticuerpos candidatos contra el VIH incluyen el anticuerpo
antienvoltura descrito por Johansson et al. (AIDS. 3 de octubre de 2006;20(15):1911-5), asi como los anticuerpos
contra el VIH descritos y vendidos por Polymun (Viena, Austria), también descritos en la Patente de Estados Unidos
5.831.034, la Patente de Estados Unidos 5.911.989, y Vcelar et al., AIDS 2007; 21(16):2161-2170 y Joos et al,,
Antimicrob. Agens Chemother. 2006; 50(5): 1773-9. Un agente de direccionamiento preferido para el VIH son varias
combinaciones de estos anticuerpos con el fin de superar la resistencia.

Otras enfermedades que pueden tratarse usando los conjugados terapéuticos de la presente divulgacién
incluyen, pero no se limitan a, enfermedades de desregulacidén inmunitaria y enfermedades autoinmunes relacionadas,
incluyendo enfermedades autoinmunes de Clase Ill como trombocitopenias inmunomediadas, como purpura
trombocitopénica idiopatica aguda y purpura trombocitopénica idiopatica crénica, dermatomiositis, sindrome de
Sjégren, esclerosis multiple, corea de Sydenham, miastenia gravis, lupus eritematoso sistémico, nefritis llpica, fiebre
reumatica, sindromes poliglandulares, penfigoide bulloso, diabetes mellitus, pudrpura de Henoch-Schonlein, nefritis
postestreptocédcica, eritema nodoso, arteritis de Takayasu, enfermedad de Addison, artritis reumatoide, sarcoidosis,
colitis ulcerosa, eritema multiforme, nefropatia IgA, poliarteritis nodosa, espondilitis anquilosante, sindrome de
Goodpasture, tromboangitis ubiterans, sindrome de Sjogren, cirrosis biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto,
tirotoxicosis, esclerodermia, hepatitis crénica activa, artritis reumatoide, polimiositis/dermatomiositis, policondritis,
pamphigus vulgaris, granulomatosis de Wegener, nefropatia membranosa, esclerosis lateral amiotréfica, tabes dorsal,
arteritis/polimialgia de células gigantes, anemia perniciosa, glomerulonefritis rapidamente progresiva y alveolitis
fibrosante, y también diabetes juvenil, segin se divulga en la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° de Serie
60/360,259, presentad el 1 de marzo de 2002. Los anticuerpos tipicos Utiles en estas enfermedades incluyen, pero no
se limitan a, aquellos reactivos con antigenos de HLA-DR, antigenos de células B y células plasmaticas (por ejemplo,
CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD4, CD5, CD8, CD14, CD15, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD25, CD33,
CD37, CD38, CD40, CD40L, CD46, CD52, CD54, CD74, CD80, CD126, CD138, B7, MUCA1, la, HM1.24, y HLA-DR),
IL-6, IL-17. Como muchas de estas enfermedades autoinmunes se ven afectadas por autoanticuerpos producidos por
poblaciones de células B aberrantes, el agotamiento de estas células B mediante conjugados terapéuticos que
incluyen tales conjugados anticuerpos-agente terapéutico descritos en la presente es un método preferido de terapia
para enfermedades autoinmunes, especialmente cuando los anticuerpos de células B se combinan, en ciertas
circunstancias, con anticuerpos de HLA-DR y/o anticuerpos de células T (incluyendo los que se dirigen a IL-2 como
antigeno, como el anticuerpo anti-TAC). En una realizacién preferida, los anticuerpos anti-células B, anti-células T, o
anti-macréfagos u otros anticuerpos de este tipo de uso en el tratamiento de pacientes con enfermedades autoinmunes
también pueden conjugarse para dar como resultado agentes terapéuticos més eficaces para controlar las respuestas
del huésped implicadas en dichas enfermedades autoinmunes, y pueden administrarse solos o en combinacién con
otros agentes terapéuticos, como inhibidores del TNF o anticuerpos contra TNF, anticuerpos no conjugados de células
BoT,ysimilares.

En una realizacién preferida de esta invencién como se define en las reivindicaciones, puede lograrse una
incorporacién mas eficaz en células y patégenos usando anticuerpos multivalentes, multiespecificos o multivalentes,
monoespecificos. Multivalente significa el uso de varios brazos de unién contra el mismo antigeno o epitopo o uno
diferente expresado en las células, mientras que los anticuerpos multiespecificos implican el uso de multiples brazos
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de unidn para dirigirse por lo menos a dos antigenos o epitopos diferentes contenidos en la célula o patégeno diana.
Ejemplos de tales anticuerpos bivalentes y biespecificos se encuentran en las Solicitudes de Patente de Estados
Unidos 60/399,707, presentada el 1 de agosto de 2002; 60/360,229, presentada el 1 de marzo de 2002; 60/388,314,
presentada el 14 de junio de 2002; y 10/116,116, presentada el 5 de abril de 2002. Estos anticuerpos multivalentes o
multiespecificos son particularmente preferibles en el direccionamiento de canceres y organismos infecciosos
(patégenos), que expresan multiples dianas de antigenos e incluso multiples epitopos de la misma diana de antigeno,
pero que a menudo eluden el direccionamiento de anticuerpos y la unién suficiente para la inmunoterapia debido a la
insuficiente expresion o disponibilidad de una Unica diana de antigeno en la célula o patégeno. Al dirigirse a multiples
antigenos o epitopos, dichos anticuerpos muestran una mayor unién y tiempo de permanencia en la diana,
proporcionando de este modo una mayor saturacidén con el farmaco al que se dirigen en esta invencién.

En otra realizacién preferida de la invencién como se define en las reivindicaciones, un agente terapéutico
usado en combinacién con el conjugado de camptotecina de esta invencién puede comprender uno o mas isétopos,
como 2'2Bj, 18F 52Fe 82Cy, 84Cu, ¥Cu, Ga, %8Ga, 80, 897Zr, 94Tc, ¥MTc, 9mTc o "'In. Los metales no radiactivos,
como el manganeso, el hierro y el gadolinio, son Utiles para la imagenologia nuclear o la MRI, cuando se usan junto
con las estructuras ancladas de manera estable y los portadores descritos en la presente, o como agentes terapéuticos
directos (por ejemplo, cuando se usa un radionucleido emisor beta- alfa- 0 Auger-), todos los cuales se contemplan
como Utiles en la presente. Los quelatos macrociclicos como NOTA, DOTA y TETA se usan con una variedad de
metales y radiometales, con més particularidad con radionucleidos de galio, itrio y cobre, respectivamente. Estos
complejos de quelato metalico pueden hacerse muy estables adaptando el tamafio del anillo al metal de interés.
Pueden usarse otros quelatos de tipo anular, como los poliéteres macrociclicos para formar complejos con ??°Ra. Los
agentes terapéuticos para su uso en combinacién con el conjugado de camptotecina de esta invencién también
incluyen, por ejemplo, farmacos quimioterapéuticos como alcaloides de vinca, antraciclinas, epidofilotoxinas, taxanos,
antimetabolitos, agentes alquilantes, antibiéticos, inhibidores de Cox-2, antimitéticos, agentes antiangiogénicos y
proapoptéticos, en particular doxorrubicina, metotrexato, taxol, otras camptotecinas, y otros de estas y otras clases de
agentes anticancerigenos, y similares. Otros farmacos quimioterapéuticos contra el cancer incluyen mostazas
nitrogenadas, alquil sulfonatos, nitrosoureas, triazenos, analogos del 4cido félico, analogos de pirimidina, anélogos de
purina, complejos de coordinacién de platino, hormonas y similares. Los agentes quimioterapéuticos adecuados se
describen en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 192 Ed. (Mack Publishing Co. 1995), y en GOODMAN
AND GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS, 72 Ed. (MacMillan Publishing Co. 1985), asi
como en las ediciones revisadas de estas publicaciones. Los expertos en la técnica conocen otros agentes
quimioterapéuticos adecuados, como los farmacos experimentales.

Otra clase de agentes terapéuticos consiste en radionucleidos que emiten particulas a (como 2'?Pb, 2'2Bj,
21SBi, 211At, 223Ra, 225AC), pam’culas B (como SZP, SSP, 47SC, 67CU, 67Ga, 898[’, 90Y, 111Ag 125|, 131| 142Pr, 15~°’Sm, 161Tb,
188Ho, 88Dy, '77Lu, '®Re, ®8Re, ®Re), o electrones Auger (como "In, 151 %7Ga, 9'0Os, 19mMpt, 195mpt 195mHg),
Alternativamente, los agentes terapéuticos pueden comprender un radioisdétopo util para la imagenologia de
diagndstico. Los radiois6étopos adecuados pueden incluir aquellos en el intervalo de energia de 60 a 4.000 KeV, o mas
especificamente, 18|:, 52|:e, 62CU, 64CU, 67CU, 67Ga, 6868, 86Y, SQZr 94mTC, 94TC, gngC, 45Ti, 111|n, 123|, 124|, 125|, 131|, 154-
158Gd, 77Lu, 32P, '®Re, y similares, o una combinacion de los mismos. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente de
Estados Unidos titulada 'Labeling Targeting Agents with Gallium-68' (Griffiths, G.L. and W.J. McBride, W.J, Solicitud
Provisional de Estados Unidos N° 60/342,104) que divulga emisores de positrones, como '8F, ®8Ga, %™ Tc, y similares,
para propositos de imagenologia. La deteccién puede lograrse, por ejemplo, mediante tomografia computarizada por
emisién de fotén Unico (SPECT), o tomografia por emisién de positrones (PET). La aplicacién también puede ser para
el diagndéstico intraoperatorio para identificar tumores neoplésicos ocultos. Los agentes terapéuticos de imagenologia
pueden incluir uno 0 més agentes potenciadores de la imagen, que pueden incluir complejos de metales seleccionados
del grupo que consiste en cromo (lll), manganeso (ll), hierro (1), hierro (ll), cobalto (I1), niquel (II), cobre (I1), neodimio
(111), samario (ll1), iterbio (lI1), gadolinio (III), vanadio (), terbio (ll), disprosio (lIl), holmio (lll) y erbio (lIl).

En otras realizaciones mas de la invencién como se define en las reivindicaciones, un agente terapéutico
puede comprender uno o mas isétopos radiactivos Utiles para matar células neoplésicas u otras células que se dividen
rapidamente, que incluyen emisores B (como 2P, 33P, 47Sc, ®7Cu, %7Ga, 89Sr, 0y, 11Ag, 125|, 131 142pr 153gm, 181Th,
188Ho, 18Dy, 177Lu, '®Re, '®Re, '%°Re), emisores de electrones Auger (como "'In, 25|, 7Ga, 1910s, 193mpt, 195mpt
195mHg), emisores a (como 212Pb, 212Bi, 213Bi, 211At, 2*®Ra, 2?°Ac), 0 una combinacién de los mismos.

Los agentes terapéuticos que se usaran junto con los conjugados de camptotecina también pueden ser
toxinas conjugadas con fracciones de direccionamiento. Las toxinas que pueden usarse a este respecto incluyen la
ricina, la abrina, la ribonucleasa (RNasa), la DNasa |, la enterotoxina estafilococica A, la proteina antiviral pokeweed,
la gelonina, la toxina difterina, la exotoxina de Pseudomonas y la endotoxina de Pseudomonas. (Véase, por ejemplo,
Pastan. etal., Cell (1986), 47:641, y Sharkey y Goldenberg, CA Cancer J Clin. 2006 Jul-Ago;56(4):226-43.) Las toxinas
adicionales adecuadas para su uso en la presente son conocidas por los expertos en la técnica y se divulgan en el
documento U.S. 6,077,499.

En varias realizaciones de la invencién, como se define en las reivindicaciones, un conjugado tal como se
divulga en la presente puede formar parte de un anticuerpo compuesto, multiespecifico. Tales anticuerpos pueden
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contener dos 0 mas sitios de unidén a antigeno diferentes, con especificidades distintas. El compuesto multiespecifico
puede unirse a diferentes epitopos del mismo antigeno, o alternativamente puede unirse a dos antigenos diferentes.
Algunas de las combinaciones de diana mas preferidas incluyen las siguientes. Esta es una lista de ejemplos de
combinaciones preferidas, pero no se pretende que sea exhaustiva.

Tabla 1. Algunos ejemplos de anticuerpos multiespecificos.

Primera diana|Segunda diana

MIF Una segunda citoquina efectora proinflamatoria, especialmente HMGB-1, TNF-a, IL-1 o IL-6.
MIF Quimiocinas efectoras proinflamatorias, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A, o MIP-1B
MIF Receptor efector proinflamatorio, especialmente IL-6R IL-13R, e IL-15R

MIF Factor de coagulacion, especialmente TF o trombina

MIF Factor del complemento, especialmente C3, C5, C3a o0 Cba

MIF Proteina reguladora del complemento, especialmente CD46, CD55, CD59 y mCRP

MIF Antigeno o receptor asociado al cancer

HMGB-1 Una segunda citoquina efectora proinflamatoria, especialmente MIF, TNF-q, IL-1 o IL-6.
HMGB-1 Quimiocina efectora proinflamatoria, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A, o MIP-1B
HMGB-1 Receptor de efectores proinflamatorios, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A o MIP-1B
HMGB-1 Factor de coagulacion, especialmente TF o trombina

HMGB-1 Factor del complemento, especialmente C3, C5, C3a o0 Cba

HMGB-1 Proteinas reguladoras del complemento, especialmente CD46, CD55, CD59 y mCRP
HMGB-1 Antigeno o receptor asociado al cancer

TNF-a Una segunda citoquina efectora proinflamatoria, especialmente MIF, HMGB-1, TNF-q, IL-1 0 IL-6
TNF-a Quimiocina efectora proinflamatoria, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A, o MIP-1B
TNF-a Receptor de efector proinflamatorio, especialmente IL-6R IL-13R, e IL-15R

TNF-a Factor de coagulacion, especialmente TF o trombina

TNF-a Factor del complemento, especialmente C3, C5, C3a o0 Cba

TNF-a Proteina reguladora del complemento, especialmente CD46, CD55, CD39 y mCRP

TNF-a Antigeno o receptor asociado al cancer

LPS Citoquina efectora proinflamatoria, especialmente MIF, HMGB-1, TNF-q, IL-1, o IL-6

LPS Quimiocina efectora proinflamatoria, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A, o MIP-1B
LPS Receptor efector proinflamatorio, especialmente IL-6R IL-13R, e IL-15R

LPS Factor de coagulacion, especialmente TF o trombina

LPS Factor del complemento, especialmente C3, C5, C3a o0 Cba

LPS Proteina reguladora del complemento, especialmente CD46, CD55, CD39 y mCRP

TF o trombina |Citoquina efectora proinflamatoria, especialmente MIF, HMGB-1, TNF-q, IL-1 o IL-6.

TF o trombina |Quimiocina efectora proinflamatoria, especialmente MCP-1, RANTES, MIP-1A, o MIP-1B
TF o trombina |Receptor de efector proinflamatorio, especialmente IL-6R, IL-13R e IL-15R

TF o trombina |Factor del complemento, especialmente C3, C5, C3a o C5a

TF o trombina |Proteina reguladora del complemento, especialmente CD46, CD55, CD59 y mCRP

TF o trombina |Antigeno o receptor asociado al cancer

Otras combinaciones més, como las preferidas para terapias contra el cancer, incluyen anticuerpos CD20 +
CD22, anticuerpos CD74 + CD20, anticuerpos CD74 + CD22, anticuerpos CEACAMS (CEA) + CEACAMG6 (NCA),
anticuerpos factor de crecimiento similar a la insulina (ILGF) + CEACAMS, anticuerpos EGP-1 (por ejemplo, RS-7) +
ILGF, anticuerpos CEACAMS + EGFR. Tales anticuerpos no sélo deben usarse en combinacién, sino que pueden
combinarse como proteinas de fusién de varias formas, como 1gG, Fab, scFv y similares, como se describe en las
Patentes de Estados Unidos M° 6.083.477; 6.183.744 y 6.962.702 y en las Publicaciones de Solicitud de Patente de
Estados Unidos N° 20030124058; 20030219433; 20040001825, 20040202666; 20040219156, 20040219203,
20040235085; 20050002945; 20050014207, 20050025709, 20050079184, 20050169926; 20050175582,
20050249738; 20060014245 y 20060034759.

En ciertas realizaciones de la invenciéon como se define en las reivindicaciones, las fracciones de unién
descritas en la presente pueden comprender una o mas secuencias de avimeros. Los avimeros son una clase de
proteinas de unién algo similares a los anticuerpos en sus afinidades y especificidades para varias moléculas diana.
Se desarrollaron a partir de dominios de receptores extracelulares humanos mediante transposicién de exones in vitro
y presentacion en fagos. A continuacién, se describen con més detalle los métodos de construccién y uso de avimeros.

Produccién de fragmentos de anticuerpos
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Los métodos de produccién de anticuerpos monoclonales son bien conocidos en la técnica y puede usarse
cualquiera de tales métodos conocidos para producir anticuerpos del uso en la invencién como se define en las
reivindicaciones. Algunas realizaciones de la invencién como se define en las reivindicaciones pueden referirse a
fragmentos de anticuerpos. Tales fragmentos de anticuerpos pueden obtenerse por digestién con pepsina o papaina
de anticuerpos enteros por métodos convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpo pueden producirse
por escisién enzimatica de anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denotado F(ab'),. Este
fragmento puede escindirse adicionalmente usando un agente reductor de tiol y, opcionalmente, un grupo bloqueador
para los grupos sulfhidrilo resultantes de la escisién de los enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes
3,58 Fab'. Alternativamente, una escision enzimatica usando pepsina produce dos fragmentos Fab monovalentes y
un fragmento Fc. Lo smétodos ejemplares para producir fragmentos de anticuerpos se divulgan en la Patente de
Estados Unidos N°4,036,945; Patente de Estados unidos N° 4,331,647; Nisonoff et al., 1960, Arch. Biochem. Biophys.,
89:230; Porter, 1959, Biochem. J., 73:119; Edelman et al., 1967, METHODS IN ENZYMOLOGY, pagina 422 (Academic
Press), y Coligan et al. (eds.), 1991, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, (John Wiley & Sons).

También pueden usarse otros métodos de escisién de anticuerpos, como la separacién de cadenas pesadas
para formar fragmentos monovalentes de cadenas ligeras-pesadas, la escision adicional de fragmentos u otras
técnicas enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno reconocido por el
anticuerpo intacto. Por ejemplo, los fragmentos Fv comprenden una asociacién de cadenas Vy y V.. Esta asociacién
puede ser no covalente, como se describe en Inbar et al., 1972, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 69:2659. Alternativamente,
las cadenas variables pueden enlazarse por un enlace disulfuro intermolecular o reticularse por productos quimicos
como el glutaraldehido. Véase Sandhu, 1992, Crit. Rev. Biotech, 12:437.

Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas Vy y V| conectadas por un conector peptidico. Estas
proteinas de unién a antigeno de cadena sencilla (sFv) se preparan construyendo un gen estructural que comprende
secuencias de ADN que codifican los dominios Vi y V|, conectados por una secuencia conectora de oligonucleétidos.
El gen estructural se inserta en un vector de expresién que posteriormente se introduce en una célula huésped, como
E. coli. Las células huésped recombinantes sintetizan una Unica cadena polipeptidica con un péptido conector que
forma puente entre los dos dominios V. Los métodos para producir sFvs son bien conocidos en la técnica. Véase
Whitlow et al., 1991, Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:97; Bird et al., 1988, Science, 242:423;
Patente de Estados Unidos N° 4,946,778; Pack et al., 1993, Bio/Technology, 11:1271, y Sandhu, 1992, Crit. Rev.
Biotech, 12:437.

Otra forma de fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica regién determinante de la
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR (‘unidades minimas de reconocimiento') pueden obtenerse
construyendo genes que codifiquen la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo, usando
la reaccidén en cadena de la polimerasa para sintetizar la regién variable a partir de ARN de células productoras de
anticuerpos. Véase Larrick et al., 1991, Methods: A Companion to Methods in Enzymology 2:106; Ritter et al. (eds.),
1995, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRODUCTION, ENGINEERING AND CLINICAL APPLICATION, péaginas 166-
179 (Cambridge University Press); Birch et al., (eds.), 1995, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND
APPLICATIONS, paginas 137-185 (Wiley-Liss, Inc.).

Anticuerpos quiméricos y humanizados

Un anticuerpo quimérico es una proteina recombinante en la que las regiones variables de un anticuerpo
humano han sido sustituidas por las regiones variables de, por ejemplo, un anticuerpo de ratén, incluyendo las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo de ratén. Los anticuerpos quiméricos presentan menor
inmunogenicidad y mayor estabilidad cuando se administran a un sujeto. Los métodos para construir anticuerpos
quiméricos son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Leung et al., 1994, Hybridoma 13:469).

Un anticuerpo monoclonal quimérico puede humanizarse transfiriendo las CDR de ratdn de las cadenas
variables pesada y ligera de la inmunoglobulina de ratdén a los dominios variables correspondientes de un anticuerpo
humano. Las regiones marco (FR) de ratébn en el anticuerpo monoclonal quimérico también se sustituyen por
secuencias FR humanas. Para conservar la estabilidad y la especificidad antigénica del monoclonal humanizado,
pueden sustituirse uno o més residuos de FR humanos por los residuos homélogos de ratén. Los anticuerpos
monoclonales humanizados pueden usarse para el tratamiento terapéutico de sujetos. La afinidad de los anticuerpos
humanizados por una diana también puede aumentarse mediante la modificacién seleccionada de las secuencias
CDR (WO0029584A1). Las técnicas para la produccién de anticuerpos monoclonales humanizados son bien
conocidas en la técnica. (Véanse, por ejemplo, Jones et al., 1986, Nature, 321:522; Riechmann et al., Nature, 1988,
332:323; Verhoeyen et al., 1988, Science, 239: 1534, Carter et al., 1992, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 89:4285; Sandhu,
Crit. Rev. Biotech., 1992, 12:437; Tempest et al., 1991, Biotechnology 9:266; Singer et al., J. Immun., 1993, 150:2844).

Otras realizaciones de la invenciéon como se definen en las reivindicaciones pueden referirse a anticuerpos

de primates no humanos. Técnicas generales para generar anticuerpos terapéuticamente Utiles en babuinos pueden
encontrarse, por ejemplo, en Goldenberg et al., WO 91/11465 (1991), y en Losman et al., Int. J. Cancer 46: 310 (1990).
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En otra realizacidén, un anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal humano. Tales anticuerpos se obtienen de
ratones transgénicos que han sido manipulados para que produzcan anticuerpos humanos especificos en respuesta
a un desafio antigénico. En esta técnica, se introducen elementos del locus de las cadenas pesadas y ligeras humanas
en cepas de ratones derivadas de lineas de células madre embrionarias que contienen alteraciones dirigidas de los
loci de las cadenas pesadas y ligeras endégenas. Los ratones transgénicos pueden sintetizar anticuerpos humanos
especificos para antigenos humanos, y los ratones pueden usarse para producir hibridomas secretores de anticuerpos
humanos. Los métodos para obtener anticuerpos humanos a partir de ratones transgénicos se describen en Green et
al., Nature Genet. 7:13 (1994), Lonberg et al., Nature 368:856 (1994), y Taylor et al., Int. Immun. 6:579 (1994).

Anticuerpos humanos

En la técnica se conocen los métodos para producir anticuerpos completamente humanos usando enfoques
combinatorios o animales transgénicos transformados con loci de inmunoglobulina humana (por ejemplo, Mancini et
al.,, 2004, New Microbiol. 27:315-28; Conrad y Scheller, 2005, Comb. Chem. High Throughput Screen. 8:117-26;
Brekke y Loset, 2003, Curr. Opin. Phamacol. 3:544-50). Se espera que estos anticuerpos totalmente humanos
presenten incluso menos efectos secundarios que los anticuerpos quiméricos o humanizados y que funcionen in vivo
como anticuerpos humanos esencialmente endégenos. En ciertas realizaciones de la invencion como se define en las
reivindicaciones, pueden usarse anticuerpos humanos producidos mediante dichas técnicas.

En una alternativa, puede usarse la técnica de presentacion en fagos para generar anticuerpos humanos (por
ejemplo, Dantas-Barbosa et al., 2005, Genet. Mol. Res. 4:126-40). Los anticuerpos humanos pueden generarse a
partir de humanos normales o de humanos que presenten un estado de enfermedad particular, como el cancer
(Dantas-Barbosa et al., 2005). La ventaja de construir anticuerpos humanos a partir de un individuo enfermo es que el
repertorio de anticuerpos circulantes puede estar sesgado hacia anticuerpos contra antigenos asociados a la
enfermedad.

En un ejemplo no limitativo de esta metodologia, Dantas-Barbosa et al. (2005) construyeron una biblioteca
de presentacidn en fagos de fragmentos de anticuerpos Fab humanos procedentes de pacientes con osteosarcoma.
En general, el ARN total se obtuvo a partir de linfocitos de sangre circulantes (/d.) Se clonaron Fab recombinantes de
los repertorios de anticuerpos de cadena 4, y y K ¥ se insertaron en una biblioteca de presentacién en fagos (/d.) Los
ARN se convirtieron en ADNc y se usaron para elaborar bibliotecas de ADNc Fab usando cebadores especificos contra
las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera (Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581-97). La
construccién de las bibliotecas se realizdé segin Andris-Widhopf et al. (2000, En: Phage Display Laboratory Manual,
Barbas et al. (eds), 12 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY pp. 9.1 a 9.22). Los
fragmentos Fab finales se digirieron con endonucleasas de restriccién y se insertaron en el genoma del bacteriéfago
para elaborar la biblioteca de presentacion en fagos. Tales bibliotecas pueden cribarse mediante métodos estandar
de presentacioén en fagos. Los expertos en la técnica comprenderan que esta técnica es sélo un ejemplo y que puede
usarse cualquier método conocido para elaborar y cribar anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos mediante
presentacion en fagos.

En otra alternativa, pueden usarse animales transgénicos que han sido manipulados genéticamente para que
produzcan anticuerpos humanos para generar anticuerpos contra esencialmente cualquier diana inmunogénica,
usando protocolos de inmunizacién estandar como los comentados anteriormente. Un ejemplo no limitativo de tal
sistema es el XenoMouse® (por ejemplo, Green et al., 1999, J. Immunol. Methods 231:11-23) de Abgenix (Fremont,
CA). En el XenoMouse® y animales similares, los genes de anticuerpos de ratén han sido inactivados y sustituidos
por genes de anticuerpos humanos funcionales, mientras que el resto del sistema inmunitario del ratén permanece
intacto.

El XenoMouse® se transformé con YAC (cromosomas artificiales de levadura) configurados a partir de la
linea germinal que contenian porciones de los loci IgH e Ig kappa humanos, incluyendo la mayoria de las secuencias
de la regidn variable, junto con genes accesorios y secuencias reguladoras. El repertorio de la regidén variable humana
puede usarse para generar células B productoras de anticuerpos, que pueden procesarse en hibridomas mediante
técnicas conocidas. Un XenoMouse® inmunizado con un antigeno diana producira anticuerpos humanos por la
respuesta inmunitaria normal, que pueden recogerse y/o producirse mediante las técnicas estdndar analizadas
anteriormente. Hay una variedad de cepas de XenoMouse®, cada una de las cuales es capaz de producir una clase
diferente de anticuerpos. Tales anticuerpos humanos pueden acoplarse a otras moléculas mediante reticulacién
quimica u otras metodologias conocidas. Se ha demostrado que los anticuerpos humanos producidos
transgénicamente tienen potencial terapéutico, a la vez que conservan las propiedades farmacocinéticas de los
anticuerpos humanos normales (Green et al, 1999). Los expertos en la técnica se dardn cuenta de que las
composiciones y métodos reivindicados no se limitan al uso del sistema XenoMouse®, sino que pueden utilizar
cualquier animal transgénico que haya sido manipulado genéticamente para que produzca anticuerpos humanos.

Avimeros

En ciertas realizaciones de la invencion definidas en las reivindicaciones, los precursores, monémeros y/o

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 988 698 T3

complejos descritos en la presente pueden comprender una 0 mas secuencias er. Los avimeros son una clase de
proteinas de unién algo similares a los anticuerpos en sus afinidades y especificidades para varias moléculas diana.
Se desarrollaron a partir de dominios de receptores extracelulares humanos mediante transposicién de exones in vitro
y presentacion en fagos. (Silverman et al., 2005, Nat. Biotechnol. 23:1493-94; Silverman et al., 2006, Nat. Biotechnol.
24:220.) Las proteinas multidominio resultantes pueden comprender multiples dominios de unién independientes, que
pueden mostrar una afinidad mejorada (en algunos casos subnanomolar) y especificidad en comparacién con las
proteinas de unién a un solo epitopo. (/d.) En varias realizaciones, los avimeros pueden unirse, por ejemplo, a
secuencias DDD y/o AD para su uso en los métodos y composiciones reivindicados. Detalles adicionales referentes a
los métodos de construccion y uso de avimeros se divulgan, por ejemplo, en las Publicaciones de Solicitud de Patente
de Estados Unidos N° 20040175756, 20050048512, 20050053973, 20050089932 y 20050221384.

Presentacién en fagos

Ciertas realizaciones de la invenciéon como se define en las reivindicaciones comprenden péptidos de unién
y/o miméticos peptidicos de varias moléculas, células o tejidos diana. Los péptidos de unién pueden identificarse
mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo pero no limitado a la técnica de presentacién en fagos.
Varios métodos de presentacion en fagos y técnicas para producir diversas poblaciones de péptidos son bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 5,223,409; 5,622,699 y 6,068,829, divulgan
métodos para preparar una biblioteca de fagos. La técnica de presentacidén en fagos implica la manipulacién genética
de bacteriéfagos para que puedan expresarse péptidos pequefios en su superficie (Smith y Scott, 1985, Science
228:1315-1317; Smith y Scott, 1993, Meth. Enzymol. 21:228-257).

En la dltima década se han producido avances considerables en la construccion de bibliotecas de péptidos
presentados en fagos y en el desarrollo de métodos de cribado en los que las bibliotecas se usan para aislar ligandos
peptidicos. Por ejemplo, el uso de bibliotecas de péptidos ha permitido caracterizar los sitios de interaccién y los
motivos de unidn receptor-ligando dentro de muchas proteinas, como los anticuerpos implicados en reacciones
inflamatorias o las integrinas que median la adherencia celular. Este método también se ha usado para identificar
nuevos ligandos peptidicos que pueden servir como pistas para el desarrollo de farmacos peptidomiméticos o agentes
de imagenologia (Arap et al., 1998a, Science 279:377-380). Ademés de los péptidos, en la superficie de las particulas
de fagos también pueden presentarse dominios proteicos de mayor tamafio, como los anticuerpos de cadena sencilla
(Arap et al., 1998a).

Las secuencias de aminoacidos de direccionamiento selectivas para un érgano, tejido, tipo celular o molécula
diana dados pueden aislarse mediante cribado (Pasqualini y Ruoslahti, 1996, Nature 380:364-366; Pasqualini, 1999,
The Quart. J. Nucl. Med. 43: 159-162). En resumen, se administra una biblioteca de fagos que contiene péptidos de
direccionamiento putativos a un organismo intacto o a érganos, tejidos, tipos de células o moléculas diana aislados y
se recogen muestras que contienen fagos unidos. Los fagos que se unen a una diana pueden eluirse de un érgano,
tejido, tipo de célula diana o molécula diana y luego amplificarse cultivandolos en bacterias huésped.

El fago puede propagarse en bacterias huésped entre rondas de cribado. En lugar de ser lisadas por el fago,
las bacterias pueden segregar mlltiples copias de fago que muestren un inserto particular. Si se desea, los fagos
amplificados pueden exponerse de nuevo a los érganos, tejidos, tipos celulares o molécula dina y recogerse para
rondas adicionales de cribado. Pueden realizarse multiples rondas de cribado hasta que se obtenga una poblacién de
ligandos selectivos o especificos. La secuencia de aminoéacidos de los péptidos puede determinarse secuenciando el
ADN correspondiente a la insercién del péptido diana en el genoma del fago. A continuaciéon, el péptido diana
identificado puede producirse como péptido sintético mediante técnicas estdndar de quimica de proteinas (Arap et al,,
1998a, Smith et al., 1985).

Puede usarse un protocolo de sustraccién para reducir aiin mas la unién a fagos de fondo. El propésito de la
sustraccién es eliminar de la biblioteca los fagos que se unen a dianas distintas de la diana de interés.
Alternativamente, la biblioteca de fagos puede preseleccionarse frente a una célula, tejido u érgano de control. Por
ejemplo, los péptidos de unién a tumores pueden identificarse después de preseleccionar una biblioteca frente a una
linea celular normal de control. Después de la sustraccién, la biblioteca puede analizarse frente a la molécula, célula,
tejido u 6rgano de interés. Se conocen otros métodos de protocolos de sustraccién y pueden usarse en la puesta en
practica de los métodos reivindicados, por ejemplo, como se divulga en las Patentes de Estados Unidos N°© 5.840.841,
5.705.610, 5.670.312 y 5.492.807.

Aptéameros

En ciertas realizaciones de la invencién como se define en las reivindicaciones, una fraccién de
direccionamiento comprende un aptadmero. Los métodos de construccidén y determinacién de las caracteristicas de
unién de los aptdmeros son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, tales técnicas se describen en las Patentes de
Estados Unidos N°. 5.582.981, 5.595.877 y 5.637.459. Los métodos para la preparacion y la selecciéon de aptameros
que se unen a dianas particulares de interés son bien conocidos, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N°
5.475.096 y la Patente de Estados Unidos N° 5.270.163.
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Los aptdmeros pueden prepararse mediante cualquier método conocido, incluyendo los métodos sintéticos,
recombinantes y de purificacién, y pueden usarse solos 0 en combinacién con otros ligandos especificos para la misma
diana. En general, son necesarios un minimo de aproximadamente 3 nucleétidos, preferiblemente por lo menos 5
nucleétidos, para efectuar la unién especifica. Pueden ser factibles aptdmeros de secuencias mas cortas de 10 bases,
aunque pueden preferirse los aptameros de 10, 20, 30 o 40 nucledtidos.

Los aptameros deben contener la secuencia que confiere especificidad de unidn, pero pueden ampliarse con
regiones flanqueantes y derivatizarse de otro modo. En realizaciones preferidas, las secuencias de unién de los
aptdmeros pueden estar flanqueadas por secuencias de unién a cebadores, lo que facilita la amplificaciéon de los
aptdmeros mediante PCR u otras técnicas de amplificacion.

Los aptameros pueden aislarse, secuenciarse y/o amplificarse o sintetizarse como moléculas convencionales
de ADN o ARN. Alternativamente, los aptameros de interés pueden comprender oligémeros modificados. Cualquiera
de los grupos hidroxilo normalmente presentes en los aptameros puede sustituirse por grupos fosfonato, grupos
fosfato, protegidos por un grupo protector estandar, o activarse para preparar enlaces adicionales con otros
nucleétidos, o pueden conjugarse con soportes sélidos. Uno 0 més enlaces fosfodiéster pueden sustituirse por grupos
de enlace alternativos, como P(O)O sustituido por P(O)S, P(O)NRz, P(O)R, P(O)OR', CO, o CNR», donde Res Ho
alquilo (1-20C) y R' es alquilo (1-20C); ademas, este grupo puede unirse a nucleétidos adyacentes a través de O o S.
No es necesario que todos los enlaces de un oligdbmero sean idénticos.

Protocolos de conjugacion

El protocolo de conjugacion preferido se basa en una reaccién tiol-maleimida, tiol-vinilsulfona, tiol-
bromoacetamida o tiol-yodoacetamida, que son faciles a pH neutro o 4cido. Esto evita la necesidad de condiciones de
pH més alto para las conjugaciones como, por ejemplo, seria necesario cuando se usan ésteres activos. En la seccién
Ejemplos se describen detalles adicionales de los protocolos de conjugacién ejemplares.

Las vias de administracién adecuadas de los conjugados incluyen, sin limitacién, la administracién oral,
parenteral, rectal, transmucosal, intestinal, intramuscular, subcutéanea, intramedular, intratecal, intraventricular directa,
intravenosa, intravitrea, intraperitoneal, intranasal o intraocular. Las vias de administracion preferidas son las
parenterales. Alternativamente, el compuesto puede administrarse de forma local en lugar de sistémica, por ejemplo,
mediante inyeccién del compuesto directamente en un tumor sélido.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos ilustran varias realizaciones de la presente invencién.
General

El producto intermedio Phe-Lys(MMT)-PABOH y los reticulantes Phe-Lys(MMT)-PABOH, MC-Phe-Lys(MMT)-
PABOH y MC-Phe-Lys(MMT)-PABOCOO-PNP, donde MC es maleimidocaproilo, Phe es fenilalanina, Lys es lisina,
MMT es monometoxitritilo, PABOH es alcohol p-aminobencilico y PNP es fraccién p-nitrofenilica, se sintetizaron
usando un método publicado (Dubowchik et al., 2002). Los derivados CPT-20-O-acil de aminoacidos se prepararon
adaptando un método publicado (Vishnuvajjala et al., Patente de Estados Unidos N° 4,943,579). Los precursores de
azida de CL1-SN-38, CL2-SN-38 y CL3-SN-38 mostrados en los Esquemas 1-3 se han descrito en la Solicitud de
Patente de Estados Unidos correspondiente a la Solicitud de Patente de Estados Unidos provisional N° de Serie
60/885.325, presentada el 17 de enero de 2007. Las abreviaturas usadas a continuacién son: DCC,
diciclohexilcarbodiimida; NHS, N-hidroxisuccinimida, DMAP, 4-dimetilaminopiridina; PEG, polietilenglicol. La
cromatografia ultrarrapida se realizé con gel de silice de 230-400 mesh y elucién en gradiente de metanol-
diclorometano. La HPLC de fase inversa se realiz6 con una columna HPLC C18 de 7,8 x 300 mm, equipada con un
filtro de precolumna, y usando el gradiente de solvente de 100% de solvente A al 100% de solvente B en 10 minutos
a un caudal de 3 ml por minuto y manteniendo al 100% de solvente B a un caudal de 4,5 ml por minuto durante 5 o0 10
minutos. El solvente A era acetato de amonio acuoso al 0,3%, pH 4,46 mientras que el solvente B era acetonitrilo-
acetato de amonio acuoso 9:1 (0,3%), pH 4,46. La HPLC se monitorizé mediante un detector de absorbancia en linea
doble ajustado a 360 nm y 254 nm.

Ejemplo 1: Preparacién de CL1-SN-38

El CL1-SN-38 se representa en el Esquema-1. El precursor de azida de CL1-SN-38 representado en el
esquema se ha descrito en la Solicitud de Patente de Estados Unidos correspondiente a la Solicitud provisional de
Patente de Estados Unidos N° de serie 60/885.325, presentada el 17 de enero de 2007. El reactivo, concretamente 4-
(N-maleimidometil)-N-(2-propinil)ciclohexano-1-carboxamida, se preparé haciendo reaccionar 0,107 g de SMCC y
0,021 ml de proparilamina (0,018 g; 1,01 equiv.) en diclorometano usando 1,1 equiv. de diisopropiletilamina. Después
de 1 h, se eliminé el solvente y el producto se pasé por una columna de gel de silice y se eluyé con una mezcla 80:20
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de etilacetato-hexano para obtener 83 mg del producto (polvo incoloro). El espectro de masas por electropulverizacién
mostré picos a mfe 275 (M+H) y un pico base a m/e 192 en el modo de iones positivos, consistente con la estructura
calculada para CisH1gsN2O3z: 275.1390 (M+H), encontrado: 275.1394 (masa exacta). Se afiadié una solucién del
precursor de azida (0,208 g) en DMSO (0,5 ml) al reactivo acetilénico (0,173 g; 3 equiv.), y mas DMSO (1.5 ml),
seguido de 1 ml de agua, sulfato cluprico acuoso 0,05 M (0,21 ml; 0,05 equiv. con respecto a la azida) y ascorbato
sédico acuoso 0,5 M (0,21 ml; 0,5 equiv. con respecto a la azida). La solucién algo turbia se agitd a temperatura
ambiente durante 1 hora. Los solventes se eliminaron a alto vacio y el material gomoso residual se purificé por
cromatografia ultrarrapida usando elucién en gradiente de metanol-diclorometano (0-8%). El producto, CL1-SN-38, se
obtuvo con un 65% de rendimiento. HPLC en fase inversa (método 1): tiempo de ret. 9,55 min. El espectro de masas
por electropulverizacién (modo de iones positivos) mostré un pico a m/e 1283 (M+Na), consistente con la estructura
esperada. Calculado para CgiHgiNgO20: 1260.5670 (M+H) y 1282.5490 (M+Na), encontrado 1260.5688 (M+H) y
1282.5491 (M+Na).
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& H H
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O i
GL1-SN-38 i 3 oH

Ejemplo 2: Preparacién de CL2-SN-38

La sintesis se muestra esquematicamente en el Esquema-2. El precursor de azida de CL2-SN-38 mostrado
en el esquema se ha descrito en la Solicitud de Patente de Estados Unidos correspondiente a la Solicitud de Patente
provisional de Estados Unidos N° de serie 60/885.325, presentada el 17 de enero de 2007. El acoplamiento por
'‘quimica de clic' del precursor de azida que se muestra a continuacién con el producto acetilénico descrito en el
Ejemplo 1 se llevé a cabo de la siguiente manera. La azida (0,22 g, 0,127 mmol) y el reactivo acetilénico (0,105 g, 0,38
mmol) se mezclaron en 3 ml de DMSO y 0,8 ml de agua. Se afiadié bromuro cuproso sélido (0,036 g, 2 equiv.) y la
mezcla heterogénea se agitd durante 10 min. Se afiadié mas agua (0,7 ml) y la reaccién continué durante 40 min. Se
eliminaron los solventes y el producto bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida usando elucién de gradiente de
metanol-diclorometano (2-8%). El producto se obtuvo con un 47% de rendimiento. HPLC en fase inversa (método 1):
tiempo de ret. 13,35 min. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de iones positivos) mostrd un pico a
m/e 2022 (M+Na) consistente con la estructura. Calculado para Cio7H130N12026: 1999.9292 (M+H) y 2021.9111
(M+Na); encontrado 1999.9292 (M+H) y 2021.9114 (M+Na). El producto se sometié a un tratamiento de corta duracién
con céctel de desproteccidn (&cido trifluoroacético [TFA] 2 ml, diclorometano 0,5 ml, anisol 0,12 ml y agua 0,06 ml).
Purificacién del producto bruto, después de eliminar el TFA y los solventes, se llevé a cabo mediante cromatografia
ultrarrapida usando elucién en gradiente de metanol-diclorometano (5% a 18%). El producto, CL2-SN-38, tuvo un
tiempo de ret. de HPLC de 10,06 min. Rendimiento: 56%. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de
iones positivos) mostrd picos a m/e 1628 (M+H) y 1650 (M+Na), consistentes con la estructura. Calculado para
CsoH108N12023: 627.7566 (M+H) y 1649.7386 (M+Na); encontrado 1627.7585 (M+H) y 1649.7400 (M+Na).
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Ejemplo 3: Preparaciéon de CL3-SN-38

El precursor de azida de CL3-SN-38 (mostrado en el esquema 3 a continuacién) se ha descrito en la Solicitud
de Patente de Estados Unidos correspondiente a la Solicitud de Patente provisional de Estados Unidos N° de serie
60/885.325, presentada el 17 de enero de 2007. El acoplamiento por 'quimica de clic' del precursor de azida que se
muestra a continuacion con el producto acetilénico descrito en el Ejemplo 1 se llevé a cabo de la siguiente manera. La
azida (0,05 g, 0,03 mmol) y el reactivo acetilénico (0,024 g, 0,087 mmol) se mezclaron en 1 ml de DMSO y 1 ml de
agua. Se afiadié bromuro cuproso sélido (0,0045 g, 1equiv.) y la mezcla heterogénea se agité durante 1 hora. El
producto bruto se precipité por dilucién con agua y se purificé por cromatografia ultrarrdpida usando el gradiente de
metanol-diclorometano (2-10%). El producto se obtuvo con un 76% de rendimiento. HPLC en fase inversa (método 1):
tiempo de ret. 11,65 min. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de iones positivos) mostrd un pico a
m/e 1957 (M+H), consistente con la estructura. Calculado para C104H125N13025: 1956.8982 (M+H)y 1978.8801 (M+Na);
encontrado 1956.8926 (M+H) y 1978.8711 (M+Na). El producto se sometié a un tratamiento de corta duracién con
céctel de desproteccién (acido trifluoroacético [TFA] 2 ml, diclorometano 0,5 ml, anisol 0,12 ml y agua 0,06 ml). La
purificacién del producto bruto, después de eliminar el TFA y los solventes, se llevd a cabo por precipitacién en éter
etilico. El producto, CL3-SN-38, tuvo un tiempo de ret. de HPLC de 9,81 min. Rendimiento: 90%. El espectro de masas
por electropulverizaciéon (modo de iones positivos) mostrd picos a mfe 1685 (M+H) y 1707 (M+Na), consistentes con
la estructura. Calculado para CgaH109N13024: 1684.7781 (M+H) y 1706.7600 (M+Na);, encontrado 1684.7778 (M+H) y
1706.7611 (M+Na).
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Esquema 3
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Ejemplo 4: Preparacién de CL4-SN-38

La preparacién se muestra esquematicamente en el esquema 4. El O-(2-azidoetil)-O'-(N-diglicolil-2-
aminoetil)heptaetilenglicol disponible comercialmente se activé con NHS, DCC y una cantidad catalitica de DMAP, y
se hizo reaccionar con alcohol p-aminobezilico. El producto purificado se hizo reaccionar con 10-O-BOC-SN38-20-O-
cloroformiato de la manera descrita para la preparacién de CL2-SN-38 del Ejemplo 2. El producto purificado, obtenido
en un 48% de rendimiento, tuvo un tiempo de ret. de HPLC de 12,11 min. El espectro de masas por electropulverizacién
mostré m/e a 1179 (M+H). Calculado para Cs7H75N7O20: 1178.5139 (M+H) y 1200.4959 (M+Na); encontrado 1178.5138
(M+H) y 1200.4944 (M+Na). El precursor de azida (0,14 g) y el reactivo acetilénico (0,1 g, 3 equiv) se mezclaron en 3
ml de DMSO y 1 ml de agua. Se afiadié bromuro cuproso sélido (0,05 g, 3 equiv.) y la mezcla heterogénea se agité
durante 10 min. Se afiadié méas agua (0,5 ml) y la reaccién continué durante 30 min. Se eliminaron los solventes y el
producto bruto se purificd por cromatografia ultrarrdpida usando elucién en gradiente de metanol-diclorometano (0-
8%). El producto obtenido (0,135 g; 84% de rendimiento) tuvo un tiempo de ret. de HPLC de 11,5 min. Calculado para
C72HosNeO23: 1452.6457(M+H) y 1474.6276 (M+Na), encontrado 1452.6429 (M+H) y 1474.6262 (M+Na). El producto
se sometié a tratamiento de corta duracién con céctel de desproteccion como se describe en el Ejemplo 2. La
purificacién del producto bruto, después de eliminar el TFA y los solventes, se llevé a cabo mediante cromatografia
ultrarrapida usando elucién en gradiente de metanol-diclorometano (del 1% al 8%). El producto, CL4-SN-38, tuvo un
tiempo de ret. de HPLC de 10,31 min. Rendimiento: 56%. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de
iones positivos) mostrd picos a m/e 1353 (M+H), consistentes con la estructura. Calculado para Cg7HssNoOo1:
1352.5932 (M+H) y 1374.5752 (M+Na); encontrado 1352.5907 (M+H) y 1374.5729 (M+Na).
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Esquema 4
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Ejemplo 5: Preparaciéon de CL5-SN-38

El precursor de azida para este sustrato se prepard en 3 pasos a partir de SN-38, implicando la proteccién
del grupo 10-OH como derivado de 10-O-BOC, seguido de la formacién de 20-O-cloroformiato y la reaccién con O-(2-
azidoetil)heptaetilenglicol. El producto azido-SN-38 se purificé por cromatografia ultrarrapida de la manera descrita en
el Ejemplo 2. El producto, con tiempo de ret. por HPLC: 12,4 min, también contenia ~ 8,5% de material de partida no
eliminado. El espectro de masas de electropulverizacién de este material mostré m/e a 915 (M+H). Calculado para
CasHs9N5O16: 914.4036 (M+H); encontrado 914.4034 (M+H). El acoplamiento por quimica de clic de este derivado
azido con el reactivo acetilénico del Ejemplo 1 se llevé a cabo con 3 equivalentes de este Gltimo y 3 equivalentes de
bromuro cuproso en una mezcla de DMSO y agua (1:1 v/v), y se purificd por cromatografia ultrarrapida. Rendimiento:
81%. Tiempo de ret. de HPLC: 11,62 min. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de iones positivos)
mostré picos a mfe 1189 (M+H), consistentes con la estructura. Calculado para CsoH77N7O19: 1188.5354 (M+H),
encontrado 1188.5323 (M+H). La desproteccidén con é&cido trifluoroacético en las condiciones descritas en el Ejemplo
2, seguido de purificacién por cromatografia ultrarrapida, proporcioné el producto del titulo (CL5-SN-38). HPLC: tiempo
de ret. 10,28 min. El espectro de masas por electropulverizacién (modo de iones positivos) mostré picos a m/e 1089
(M+H), consistentes con la estructura. Calculado para CssHsoN7O47: 1088.4822 (M+H) y 1110.4642 (M+Na),
encontrado 1088.4799 (M+H) y 1110.4632 (M+Na).
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Ejemplo 6: Preparaciones de CL1-SN-38-10-O-COR, CL2-SN-38-10-O-COR, CL3-SN-38-10-O-COR, CL4-SN-38-
10-O-COR y CLS-SN-38-10-O-COR

Este ejemplo muestra que el grupo 10-OH de SN-38 esta protegido como un carbonato o un éster, en lugar
de como 'BOC', de tal manera que el producto final est4 listo para la conjugacién con anticuerpos sin necesidad de
desproteger el grupo protector 10-OH. Este aspecto se ha descrito en el parrago 053. Este grupo se desprotege
facilmente en condiciones de pH fisiolégico después de la administraciéon in vivo del conjugado proteico. En el
Esquema-6, 'R' puede ser un alquilo sustituido como (CH2),-N(CHs). donde n es 2-10, o alquilo simple como (CHz)n-
CHs donde n es 2-10, o puede ser una fraccién alcoxi como 'CHs-(CH2)n-O-' 0 una fraccién alcoxi sustituida como O-
(CH2)n-N(CHs), donde n es 2-10 y donde el grupo amino terminal esté opcionalmente en forma de sal cuaternaria para
mejorar la solubilidad acuosa, o es un residuo metoxi PEG. En la versién mas simple de esta Gltima categoria, R ='-
O-(CH)>-OCHz5'. Estos derivados 10-hidroxi se preparan facilmente por tratamiento con el cloroformiato del reactivo
elegido, si el derivado final ha de ser un carbonato. Tipicamente, la camptotecina que contiene 10-hidroxi como SN-
38 esta tratada con un equivalente molar del cloroformiato en dimetilformamida usando trietilamina como la base. En
estas condiciones, la posicion 20-OH no se ve afectada. Para formar 10-O-ésteres, se usa el cloruro de acido del
reactivo elegido. En cada caso, se sigue la secuencia de pasos, después de la derivatizacién de 10-hidroxi, descrita
en los Ejemplos 1-5 para generar versiones 10-protegidas de CL1-SN-38, CL2-SN-38, CL-3-SN-38, CL4-SN-38 y CL5-
SN-38, respectivamente. Para el caso mas sencillo de que R sea etoxi, el primer paso es la conversién de SN-38 a su
carbonato de 10-O-etilo mediante tratamiento con cloroformiato de etilo en dimetilformamida usando trietilamina como
base.
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Ejemplo 7: Conjugacion de productos intermedios de SN-38 que contienen maleimida a anticuerpos
ligeramente reducidos: unién a la regién entre cadenas de MAbs.

En estos estudios se usaron el MAb humanizado anti-CEACAMS, hMN14, el MAb humanizado anti-CD22,
hLL2, el MAb humanizado anti-CD20, hA20, el MAb humanizado anti-EGP-1, hRS7, y el MAb humanizado anti-MUC1,
hPAM4. Cada anticuerpo se redujo con ditiotreitol (DTT), usado en un exceso molar de 50 a 70 veces, en 40 mM PBS,
pH 7,4, conteniendo 5,4 mM EDTA, a 37° C (bafio) durante 45 min. El producto reducido se purificé en una columna
de exclusién por tamafio centrifugada y se intercambié en tampén con 75 mM de acetato sédico-1 mM de EDTA. El
contenido de tiol se determiné mediante el ensayo de Ellman, y estaba en el intervalo de 6,5 a 8,5 SH/IgG.
Alternativamente, los anticuerpos se reducen con tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) en tampén fosfato a pH en el
intervalo de 5-7, seguido de conjugacién in situ. EI MADb reducido se hizo reaccionar con un exceso molar de ~10 a 15
veces de 'CL1-SN-38' del Ejemplo 1, o 'CL2-SN-38' del Ejemplo 2, o 'CL3-SN-38' del Ejemplo 3, o 'CL4-SN-38' del
Ejemplo 4, o 'CL5-SN-38' del Ejemplo 5, o 'CL2-SN-38-10-O-CO»Et' del Ejemplo 6, usando DMSO al 10% v/v como
cosolvente, y se incub6 durante 20 min a temperatura ambiente. El conjugado se purificd por centrifugacién SEC, paso
a través de una columna hidréfoba, y finalmente por ultrafiltracion-diafiltracién. El producto se ensay6 para SN-38 por
absorbancia a 366 nm y correlacionando con valores estandar, mientras que la concentracion de proteina se dedujo
de la absorbancia a 280 nm, corregida por el desbordamiento de la absorbancia de SN-38 a esta longitud de onda. De
esta manera, se determinaron las relaciones de sustitucidén SN-38/MAb. Los conjugados purificados se almacenaron
como formulaciones liofilizadas en viales de vidrio, se taparon al vacio y se guardaron en un congelador a -20° C. En
la Tabla 2 se muestran las relaciones de sustitucién molar (MSR) de SN-38 obtenidas para algunos de estos
conjugados, que tipicamente se encuentran en el intervalo de 5 a 7 en vista del modo de conjugacién.

Tabla 2: Relaciones de sustitucién molar SN-38/MAb (MSR) en algunos conjugados

MADb Conjugado MSR
hMN-14-[CL1-SN-38], usando el conector de farmaco del Ejemplo 1 7.7

hMN-14 hMN-14-[CL2-SN-38], usando el conector de farmaco del Ejemplo 2 6.8
hMN-14-[CL3-SN-38], usando el conector de farmaco del Ejemplo 3. 55
hMN-14-[CL5-SN-38], usando el conector de farmaco del Ejemplo 5 6.9
hRS7-CL1-SN-38 usando el conector de fArmaco del Ejemplo 1 53

hRS7 hRS7-CL2-SN-38, usando el conector de farmaco del Ejemplo 2 6.3
hRS7-CL3-SN-38, usando el conector de farmaco del Ejemplo 3 5.1
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(continuacién)

MADb Conjugado MSR
hPAM-4  |hPAM-4-[CL2-SN-38], usando el conector de farmaco del Ejemplo 2 57
hLL2 hLL2-CL1-SN-38, usando el conector de farmaco del Ejemplo 1 7.4
hLL2-CL2-SN-38, usando el conector de farmaco del Ejemplo 2 6.4
hA20 hA20-CL2-SN-38, usando el conector de farmaco del Ejemplo 2 6.1

Ejemplo 8: Estabilidades hidroliticas in vitro de diferentes conjugados hMAb-SN-38: Ajuste fino de los perfiles
de estabilidad variando el conector y modificando la posicién 10-hidroxi

Se examinaron las estabilidades in vitro de los conjugados SN-38 del anticuerpo anti-CEACAMS5, hMN-14,
derivados de CL1-SN-38 del Ejemplo 1, CL2-SN-38 del Ejemplo 2, CL3-SN-38 del Ejemplo 3, CL4-SN-38 del Ejemplo
4, CL5-SN-38 del Ejemplo 5, y el analogo 10-O-etoxicarbonilo de CL2-SN-38, como se describe en el Ejemplo 6, en
40 mM PBS a 37° C. A intervalos periédicos, se retiraron alicuotas, se afiadié una cantidad conocida de 10-
hidroxicamptotecina usada como estandar interno, y el material se extrajo mediante precipitacién de proteinas con
acetonitrilo, y extraccién de SN-38 (disociado del anticuerpo) mediante extraccién con cloroformo. Se analizaron
volimenes fijos de los extractos mediante HPLC de fase inversa, cuantificando para SN-38 mediante deteccién por
fluorescencia de los picos de HPLC. Las relaciones de picos de SN-38/estandar interno se correlacionaron con la
curva estandar de SN-38, generada trazando las relaciones de picos de SN-38/estdndar interno en funcién de la
concentracién de SN-38. Los graficos de la cinética de disociaciéon de SN-38 se generaron usando el software estdndar
Prism®. La FIG. 1 muestra que el impedimento estérico alrededor de la posicién 20-carbonato o 20-éster en SN-38
aumenta la estabilidad hidrolitica de los conjugados de anticuerpos correspondientes. Ademas, la proteccién de la
posicién 10-hidroxi de SN-38, como derivado etoxicarbonilo, por ejemplo (como se muestra en este Ejemplo), mejora
significativamente la estabilidad hidrolitica. En el parrafo 053 se enumeran ejemplos de grupos protectores 10-hidroxi.
Por tanto, la modulacién de los perfiles de estabilidad de los conjugados de camptotecina en general, y de los
conjugados de SN-38 en particular, mediante variaciones en el disefio del conector como se describe en estos
Ejemplos, es también una realizacién de la presente invencion.

Ejemplo 9: Unidn celular in vitro y citotoxicidad de los conjugados anticuerpo-SN-38 en diferentes lineas
celulares.

Se realizaron estudios in vitro usando células de carcinoma de colon humano LoVo y conjugados de
anticuerpos anti-CEACAMS de SN-38 [hMN-14-(CL1-SN-38), hMN-14-(CL2-SN-38) y hMN-14-(CL3-SN38)], la linea
celular pancreatica humana CaPan-1 (para la que es positivo el anticuerpo anti-EGP-1 hRS7) y la linea celular de
adenocacinoma de pulmén Calu-3 y conjugados de hRS7. En estas dos Ultimas lineas celulares, los conjugados
usados fueron hRS7-CL1-SN-38, hRS7-CL2-SN-38 y hRS7-CL3-SN-38. Las lineas celulares se obtuvieron de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Para los ensayos de unién celular, se usaron anticuerpos
no modificados como controles positivos. En los ensayos de inhibicién del crecimiento (citotoxicidad), se usdé como
control positivo el farmaco SN-38 libre. La unién celular a lineas celulares de cultivo tisular positivas al antigeno se
realiz6 mediante ensayos ELISA de unién indirecta a la superficie celular. Para los estudios de inhibicién del
crecimiento, se recogieron las células y se sembraron en placas de 96 pocillos (25.000 células/pocillo). Se afiadieron
20 pl de soluciones diluidas en serie de conjugados o controles a cada pocillo hasta una concentracién final de 0-7 uM
de concentracién final de SN-38 equivalente, y se incubaron a 37° C. El tiempo total de incubacién fue de 96 h. Para
determinar las curvas de respuesta a la dosis se usé el ensayo de reduccién del colorante MTS, y se determinaron las
concentraciones efectivas de ECsp usando el software PrismPad® (Advanced Graphics Software, Encinitas, CA). De
manera similar, para la evaluacién de los conjugados SN-38 del anticuerpo anti MUC-1, hPAM4, que es especifico
para esta linea celular se usé la linea celular pancreatica humana Capan-1. Esto demuestra la conservacién de la
unién celular y la citotoxicidad de los conjugados de SN-38 de hPAM-4. De manera similar, las uniones celulares y
citotoxicidades de los conjugados CL4-SN-38, CL5-SN-38 y analogos de 10-etoxicarbonilo de los conjugados CL1-
SN-38, CL2-SN-38, CL3-SN-38, CL4-SN-38 y CL5-SN-38 de estos anticuerpos muestran uniones celulares e
inhibiciones del crecimiento cuando se examinan en las lineas celulares para las que son especificos los anticuerpos.

Las siguientes figuras demuestran la capacidad de unién a antigenos y de inhibicién del crecimiento de
conjugados ejemplares. La FIG. 2 muestra la unién de varios inmunoconjugados de hMN14-SN38 a la linea celular de
adenocarcinoma colorrectal humano LoVo. Los conjugados CL-1, CL-2 y CL3 de SN38 a hMN14 mostraron afinidades
de unidn (valores Kq) que eran comparables a la IgG hMN-14 no conjugada. La FIG. 3 muestra la citotoxicidad in vitro
de los inmunoconjugados hMN14-SN38 en la linea celular LoVo. Los conjugados de SN38 CL1, CL2 y CL3 de hMN14
mostraron citotoxicidades comparables (ejemplificadas por los valores de ICsg) con SN-38 libre. Los expertos en la
técnica se daran cuenta de que in vivo la citotoxicidad del SN-38 libre estara limitada por su toxicidad sistémica,
mientras que la administracién dirigida por anticuerpos del SN-38 conjugado reducira la toxicidad sistémica y permitira
administrar dosis eficaces més altas de SN-38 a las células o tejidos diana. La FIG. 4 ilustra la citotoxicidad contra la
linea celular de adenocarcinoma de pulmén Calu-3. Los conjugados CL1, CL2 y CL3 de hRS7 mostraron valores de
ECso comparables a los de SN38 libre.
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Ejemplo 10: Terapia in vivo de metastasis pulmonares de tumores colénicos humanos GW-39 en ratones
desnudos usando hMN-14-[CL1-SN-38] y hMN-14-[CL2-SN-38] con controles apropiados.

Se establecid un modelo metastasico pulmonar de carcinoma colénico en ratones desnudos mediante
inyeccién i.v. de suspensién de tumor colénico humano GW-39, y se inicid la terapia 14 dias después. Se inyectaron
conjugados especificos de anticuerpos antiCEACAMS, hMN14-CL1-SN-38 y hMN14-CL2-SN-38, asi como
conjugados de control MAb anti-CD22 no selectivos, hLL2-CL1-SN-38 y hLL2-CL2-SN38 y mezclas equidosadas de
hMN14 y SN-38 en un programa de dosis de q4dx8, usando diferentes dosis. La FIG. 5 (MSR = relacidn de sustitucién
molar SN-38/anticuerpo) muestra los efectos terapéuticos selectivos debidos a los conjugados hMN-14. A
dosificaciones equivalentes de 250 pg, los ratones tratados con hMN14-CL1-SN38 o hMN14-CL2-SN38 mostraron
una mediana de supervivencia de mas de 107 dias. Los ratones tratados con los anticuerpos conjugados de control
hLL2-CL1-SN38 y hLL2-CL2-SN38, que no se dirigen especificamente a las células cancerigenas de pulmén,
mostraron una supervivencia mediana de 56 y 77 dias, mientras que los ratones tratados con hMN14 IgG no conjugada
y SN38 libre mostraron una supervivencia mediana de 45 dias, comparable a la del control salino no tratado de 43,5
dias. Se observé claramente un aumento significativo y sorprendente de la eficacia del conjugado anticuerpo-SN38
dirigido a las células cancerigenas, que fue sustancialmente mas eficaz que el anticuerpo no conjugado y el agente
quimioterapéutico libre por si solos. También se observé la respuesta a la dosis del efecto terapéutico del anticuerpo
conjugado. Estos resultados demuestran la clara superioridad de los conjugados anticuerpo-SN38 en comparacion
con el efecto combinado del anticuerpo no conjugado y el SN38 libre en el mismo sistema in vivo de cancer de pulmén
humano.

Ejemplo 11: Terapia in vivo de ratones desnudos portadores de tumores pancreaticos humanos CaPan1
usando hPAM-4-[CL2-SN-38].

Se establecié un modelo de tumor pancreético s.c. usando células tumorales humanas CaPan1, y una vez
que los vollimenes tumorales alcanzaron ~ 0,2 cm?, se inicié la terapia usando el conjugado SN-38 de anticuerpo
especifico, hPAMA4, concretamente, hPAM4-CL2-SN-38. Un esquema de dosis de q4dx8 usando la dosis de proteina
de 0,5 mg (dosis de farmaco de ~ 0,39 mg de SN-38 conjugado/ kg de peso corporal) mostré un control significativo
(tratado frente a no tratado semana-3: Pauc < 0,01) del crecimiento tumoral frente a no tratado (FIG. 6). Todos los
ratones tratados estuvieron vivos >7 semanas, mientras que todos los ratones no tratados se sacrificaron a las 4%
semanas debido a la carga tumoral. Los ratones tratados con el anticuerpo conjugado hPAM4-CL2-SN38 mostraron
un volumen tumoral medio cercano a cero después de 7 semanas (FIG. 6), mientras que los ratones de control puntual
tenfan un volumen tumoral medio de casi 2,0 cm® después de 4 semanas. El conjugado de anticuerpo hPAM4-CL2-
SN38 fue muy eficaz para reducir la carga tumoral y prolongar la supervivencia en este sistema modelo in vivo de
cancer de pancreas humano.

Ejemplo 12: Eliminacion de la infeccién por VIH mediante tratamiento con un conjugado SN-38 de un Mab anti-
ap120

Se reduce un MAD dirigido a la proteina de la envoltura del VIH gp120, anticuerpo anti-gp120 como P4/D10,
usando las condiciones descritas en el Ejemplo 7, y el MAb reducido se hace reaccionar con un exceso molar de 20
veces del conector de farmaco CL2-SN-38, que es como se describe para el Ejemplo 2. Se obtiene un conjugado anti-
gp120-SN-38 con una sustitucién de ~ 8 moléculas de farmaco por anticuerpo. Se realiza un ensayo de inhibicién del
VIH in vitro con dicho conjugado usando varias mezclas de células Jurkat-T no infectadas y células Jurkat-T totalmente
infectadas por el VIH (en proporciones de 99,8:2 a 95:5), y tratandolas con diluciones en serie del conjugado, control
no especifico del conjugado hRS7-CL-SN38, anticuerpo desnudo y suero VIH negativo de 100 a 0,00001 pg/ml. Las
células asi tratadas se incuban en medio de cultivo RPMI 1640 a 37° C durante siete dias y, a continuacion, se analiza
la inhibicion del VIH mediante la prueba ELISA correspondiente. Este experimento muestra una inhibicién fuerte y
especifica de la propagacidn intercelular del VIH por el conjugado farmacéutico especifico. La eficacia in vivo se prueba
administrando a ratones células isélogas infectadas por el VIH junto con conjugados SN-38 especificos y no
especificos. Para ello, se transfieren por via intraperitoneal esplenocitos murinos primarios infectados por el virus del
pseudotipo VIH-1/MuULV a grupos de ratones simultdneamente con la administracién del inmunoconjugado. Las células
peritoneales se recogen 10 dias después. Mientras que se demuestra la presencia de VIH infeccioso en los ratones
de control, no se detecta VIH infeccioso en los ratones tratados con 100 ug o menos de conjugado anti-gp120-SN-38.
No se observa proteccion en los ratones tratados con conjugados de control.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de un farmaco de camptotecina (CPT) y una fraccién de direccionamiento, en donde el conjugado
tiene una férmula estructural seleccionada del grupo que consiste en MAb-CL1-CPT, MAb-CL2-CPT, MAb-CL3-CPT,

MADb-CL4-CPT y MAb-CL5-CPT y tiene una estructura seleccionada de:
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MADb-CL5-CPT en donde el farmaco de CPT se selecciona del grupo que consiste en camptotecina, 10-hidroxi
camptotecina, SN-38, topotecan, lurtotecan, 9- aminocamptotecina y 9-nitrocamptotecina; en donde el conector esta
unido al grupo 20-hidroxilo del farmaco de CPT,; y en donde el MAb es un anticuerpo monoclonal (MAb) murino,
quimérico, primatizado, humanizado o humano, y dicho anticuerpo estad en forma intacta, de fragmento (Fab, Fab',
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F(ab),, F(ab')), o de subfragmento (constructo de cadena sencilla), para su uso en el tratamiento del cancer.

2. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o fragmento del mismo se une
a un antigeno expresado por o asociado a un cancer.

3. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste
en cancer testicular, leucemia mieloide, linfomas de células B, leucemias de células B, leucemia linfocitica crénica,
linfomas de células T, linfoma no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin, cancer de préstata, cancer de mama, cancer de
ovario, cancer de estémago, cancer de vejiga, cancer de pulmén de células no pequefias, glioblastoma, cancer
colorrectal, cancer de pancreas, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, mieloma mdaltiple, melanoma,
cancer de pulmén, cancer renal, glioblastoma multiforme, histiocitoma, leucemia mieloide, adenocarcinomas,
sarcomas, tumores gliales y carcinoma hepatocelular.

4. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho MAb se selecciona del grupo que
consiste en LL1, LL2, RFB4, hA20, 1F5, L243, RS7, PAM-4, MN-3, MN-14, MN- 15, Mu-9, AFP-31, L19, G250, J591,
CC49, L243, e Immu-31.

5. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde dicho conector se selecciona del grupo que
consiste en CL1, CL2, CL3, CL4y CL5.

6. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dicha CPT es SN-38.
7. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacién 6, que tiene una férmula estructural seleccionada del

grupo que consiste en MAb-CL1-SN-38, MAb-CL2-SN-38, MAb-CL3-SN-38, MAb-CL4-SN-38, MAb-CL5-SN-38 y que
tiene una estructura seleccionada de:

MAb-CL1-SN-38
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MAb-CL3-SN-38

MAb-CL4-SN-38, o

MAb-CL5-SN-38.

8. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacidén 7, en donde la posicién 10-hidroxi de SN-38 se protege
como derivado 10-0-éster o 10-O-carbonato usando una fraccién 'COR' en la que el grupo R se selecciona de un
residuo de alquilo sustituido como 'N(CHs)>-(CHz)s-' donde n es 2-10 y en donde el grupo amino terminal esta
opcionalmente en forma de sal cuaternaria para solubilidad acuosa mejorada, o residuos alquilicos simples como 'CHs-
(CH2)y-' donde n es 0-10, o residuos alcoxi como 'CHs~(CH2)n-O-' donde n es 0-10 o 'N(CH3)>-(CH2),-O-' donde n es
2-10, 0 'R1O~(CH2>-CH»,-0O),-CH2-CH2-O-' donde R4 es etilo o metilo y n es un nimero entero con valores de 0-10.

9. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho MAb se une a un antigeno seleccionado
del grupo que consiste en CD74, CD22, glicoproteina epitelial-1, antigeno carcinoembrionario (CEA o CD66e),
antigeno especifico de colon-p, alfa-fetoproteina, CC49, antigeno de membrana especifico de la préstata, anhidrasa
carbdnica IX, HER-2/neu, EGFR (ErbBlI), ErbB2, ErbB3, ILGF, BrE3, CD19, CD20, CD21, CD23, CD33, CD45, CD74,
CD80, CEACAMS, CEACAMSE, VEGF, fibronectina ED-B, PIGF, antigeno de angiogénesis tumoral, MUC1, MUC2,
MUCS3, MUC4, gangliésidos, HCG, EGP-2, CD37, HLA-DR, CD30, la, A3, A33, Ep-CAM, KS-l, Le(y), S100, PSA,
tenascina, receptor de folato, antigenos Thomas-Friedreich, antigenos de necrosis tumoral, Ga 733, IL-2, IL-6, TIOI,
MAGE, factor de inhibicién de la migracién (MIF), un antigeno que se une por L243, un antigeno que se une por PAM4,
CD66a (BGP), CD66b (CGM6), CD66¢ (NCA), CD66d (CGMI), TAC y combinaciones de los mismos.

10. El conjugado para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho MAb es multiespecifico, con multiples
brazos de unién para dirigirse a por lo menos a dos antigenos o epitopos diferentes contenidos en la célula o patégeno
diana, y uno o més brazos de direccionamiento se conjugan con CPT.

11. El conjugado para el uso de la reivindicacién 1, en donde el MAb es una proteina de fusion.

12. Una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento del cancer, la composicién comprendiendo un
conjugado como se define en la reivindicacién 1 y una 0 méas de otras modalidades terapéuticas seleccionadas del
grupo que consiste en anticuerpos no conjugados, anticuerpos radiomarcados, anticuerpos conjugados con farmacos,
anticuerpos conjugados con toxinas, terapia génica, quimioterapia, péptidos terapéuticos, oligonucleétidos,
radioterapia localizada, cirugia y terapia de ARN de interferencia.
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