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1.1. Me refiero mi memorial de 12 de Febrero de 2010. 

2. MODIFICACIONES VOLUNTARIAS. 

Con el fin de dar alcance al citado memorial de Febrero 12 de 2010, me permito 
manifestar que es deseo del Solicitante modificar voluntariamente la solicitud antes 
referenciada, con elfin de clarificar el objeto de la invención. 

2.1, Modificaciones all Caoitulo Descriptivo. 

En primera instancia, el solicitante desea hacer mÆs clara la referenda incluida 
dentro del texto de la descripción con respecto a la materia revelada en la patente US 
5,773,001 (pgina 43 de la solicitud, pÆgina 28 de la solicitud internacional 
W003/092623). 

En la mencionada sección de la descripción de la solicitud en estudio se declara que 

4 esta incorpora como referenda todo el contenido del documento US 5,773,001, el cual 
revela ligaduras hidrolizables adecuadas para ser empleadas dentro del conjugado objeto 
de la presente invención de la siguiente manera: 

"La patente de E. U. No. 5,773, 001, que se incorpora aqul en su totalidad, 
describe en/aces que se pueden usar con derivados nucleofiicos, particularmente 
hidrazidas y nucleó fl/os relacionados preparados a partir de las callqueamicinas. Estas 
ligaduras son especia/mente Uti/es en donde una mejor act/v/dad se obtiene cuando la 
ligadura formada entre en fÆrmaco y el enlace es hidrolizable." (Resaltado fuera de 
texto). 

Para mejorar la comprensión con respecto a la identidad qulmica particular de 
dichas ligaduras hidrolizables, el solicitante ha introducido dentro de la pgina 44 de la 
descripción de la solicitud una lista de ligaduras preferidas de acuerdo a lo expuesto en 
las columnas 21 a 25 del documento US 5,773,001, haciendo referenda a que estas son 
las ligaduras bifuncionales preferidas de la invención (para su pronta referenda Se anexa 
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al presente memorial una copia de las pÆginas del documento US 5,773,001 donde se 

incluyen dichos compuestos). 

Sobre este particular, me permito muy respetuosarnente Ilamar la atención a ese 

Despacho al hecho que dicha modificación no constituye de manera alguna una 

ampliación al alcance de la invención, tal como fue originalmente presentada, toda vez 

que se estÆ haciendo rnâs  clara ain una parte constitutiva de la invención a la cual se 

hacla atusión indirectamente por estar conteriida dentro de un documento del estado del 

arte, pero sin hacer una exhaustiva descripción de esta materia. 

Por lo tanto, esta lista de compuestos incorpora de manera particular ensePianzas 

que ya hablan sido tomadas en consideraciÆn en la respectiva solicitud internacional, sin 

introducir materia adicional que no haya sido incluida en el momento de la presentación 

de la misma. 

Este hecho es tambiØn claramente demostrado si se observa la alta similitud 

estructural que poseen los compuestos ahora citados dentro de la descripción de la 

solicitud con la ligadura hidrolizable preferida de la invención, el Æcido 4(4-acetifenoxi) 

butanoico (AcBut), el cual corresponde al compuesto 7 de la mencionada lista de 

compuestos: 
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Æcido 4-(4-acetifenoxi) butanoico (AcBut) 
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OH 

0 
Acido 3-(4-formilfenil) propanoico 

Compuesto 13 de la lista 

011 

0 

Acido 2-(4-formilfenoxi) acØtico 
Primer compuesto de la lista 
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Benzoato de 5-acetil-2-(2-oxo-2-(2-
(trirnetilamonio) etilamino) etoxi) 

Ultimo compuesto en la lista 

De esta forma, todas las ligaduras especIficarnente referenciadas en ía  mencioriada 

lista poseen una alta relación estructural entre Si y con la ligadura preferida de Ia 

invención (AcBut), corno es que todas ellas poseen un grupo aldehIdo o cetona en uno de 

los extrernos de la molØcula, el cual se convierte en una acil hidrazona luego del 

ensamble de la ligadura, y un âcido  carboxilico en el otro extrerno de la molØcula, que 

forma el sitio de union con un residuo de lisina del anticuerpo anti-CD22. AsI mismo, cada 

una de estas ligaduras es hidrolizable de forma que la reacciÆn de formación de acil 

hidrazona usada durante el ensamblaje de la ligadura es reversada cuando el complejo se 

expone a el ambiente acIdico dentro del lisosoma. 
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En conexión con to anterior, me permito resaltar que estas caracterIsticas 
estructurales ya eran descritas dentro de la pÆgina 44 de la descripción de Ia solicitud 
(pgina 28 Imnea 29 hasta pÆgira 29 lInea 4 de W003/092623): 

"Estas ligaduras contienen dos grupos funcionales. Un grupo tIpicamente es un 
ac/do carboxilico que se utiliza para reaccionar con el portador. El grupo funcional ac/do 
cuando se act/va adecuadamente, puede formar una ligadura de amida con un grupo 
am/na libre del portador tal como por ejemplo, la amida en la cadena lateral de una Ifs/na 
de un ant/cuerpo u otro portador proteInico. El otro grupo funcional corn ünmente es un 
grupo carbonilo, esto es, un aldehIdo o una acetona que reaccionarÆ con el agente 
terapØutico mod! ficado adecuadamente. Los grupos carbon/lo pueden reaccionar en un 
grupo hidrazida en el fÆrmaco para formar una ligadura de hidrazona. Esta ligadura se 
hidroliza /0 que permite la I/be radon del agente terapØutico del conjugado despuØs de 
enlazarse a las ce/u/as objet/vo." 

Consecuentemente, dado que se estn introduciendo nombres especIficos de 
compuestos que eran referidos antes de manera indirecta por la descripción, en virtud de 
esta modificación se està clarificando aün ms Ia divulgación de la presente solicitud sin 
incurrir en una ampliación del alcance de la invención tat como fue originalmente 
presentada. 

2.2. Modificaciones al CppItulo Reivindicptprjo. 

De otra parte, muy comedidamente solicito a ese Despacho NO tomar en 
consideración las modificaciones realizadas all capItulo reivindicatorio que 
fueron incluidas dentro de mi mencionado memorial de Febrero 12 de 2010, y 
por Ia tanto NO estudiar la solicitud divisional presentada junto con dicho 

qp 
memorial. 

AsI mismo, me permito manifestar que es deseo del solicitante presentar en 
reemplazo de dichas modificaciones de Febrero 12 de 2010 un flUCVO capItulo 
reivindicatorio modificado, el cual responde totalmente a las objeciones presentadas 
por el Sei9or Examinador en su Concepto TØcnico No. 2968 de 2 de Octubre de 2009. 

En conexiOn con to anterior, me permito resaltar que las modificaciones realizadas 
dentro del capItulo reivindicatorio en virtud de la presente no constituyen de manera 
alguna una ampliación al atcance de la invención, tal como fue originalmente presentada, 
toda vez que se estÆ delimitando de forma ms precisa el objeto de la invenciÆn segün lo 
revelado en la descripción de la soticitud, como se muestra a continuación (las 
modificaciones resumidas en el presente escrito tienen como base el capitulo 
reivindicatorio presentado junto con mi memorial de Julio 7 de 2009). 
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Reivindicpción 1. Con el propósito de clarificar atn mªs  el objeto de la 

invención se ha modificado el preÆmbulo de esta reivindicaciôn  para que haga referericia 

a un "rnØtodo para preparar una composición que comprende conjugados de derivado 

de caliqueamicina monomErico/anticuerpo", lo cual mejora la claridad del capItulo 

reivindicatorio, por cuanto una de las caracterIsticas distintivas de la invención, la fracciÆn 

de baja conjugación (LCF), se entiende dentro del contexto de una composición que 

comprende anticuerpos tanto conjugados como no conjugados. Por otro lado, se ha 

restringido el componente Pr del conjugado, definlØndolo como un anticuerpo anti-CD22 

de acuerdo con las realizaciones preferidas de la invención como es evidente en las 

pªginas  6 a 118 de la descripción de la solicitud. 

Adicionalmente, se ha introducido la clarificaciÆn con respecto a que dentro de la 

fÆrmula del conjugado del derivado de caliqueamicina Pr(-X-S-S-W)m la porción "-S-S-. 

corresponde a un enlace disulfuro, tal como es conocido dentro del estado de la tØcnica. 

AsI mismo, se ha definido la ligadura hidrolizable X como seleccionada dentro del 

grupo de ligaduras que son reveladas de forma especIfica en el documento US 5,773,001, 

al cual se hace referenda en la pÆgina 43 de la descripción de la solicitud (pÆgina 28 de la 

correspondiente solicitud internacional W003/092623). Dicha lista especifica de ligaduras 

es ahora revelada dentro de la descripciÆn de la solicitud en estudio (pÆgina 44) en virtud 

de las mod ficaciones expuestas en el numeral anterior de este mismo memorial 

De forma similar, se ha definido W como 3-caliqueamicina, 7-caliqueamicina o N-

acetil y caliqueamicina, tal como se encuentra en las realizaciones preferidas de la 

invención, de acuerdo con 10 revelado en la pÆgina 46 y en el ejemplo 3 de la pgina 81 

de Ia descripción. 

Reivindicación 2. Se han restringido los posibles tipos de anticuerpos que 

hacen parte del conjugado de la invención solo a anticuerpos quimØricos y humanizados, 
fa 

de acuerdo con las realizaciones preferidas de la invención. 

Reiyjndicación 3. Como consecuencia de las modificaciones realizadas sobre 

la reivindicación 1 esta reivindicación ha sido eliminada del capItulo reivindicatorio. 

Reivjndjcaciones 4 y 5 (rtuevas reivindicacjpries 3 v 4). Estas 

reivindicaciones no han sido modificadas y corresponden a las anteriormente presentadas. 

Reivindicación 6 (nueva reivindicación 5). Se ha clarificado la secuencia 

de aminoÆcidos referida como los residuos 50 a 66 de 9H1 en la figura 6 reemplazando 

esta expresiÆn por la secuencia particular de aminocidos a la cual se est6 haciendo 

referencia. 
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Reivindicaciones 7 a 13 (nuevas reivindicaciones 6 a 12). Donde ha 
sido necesario se ha ajustado Pa dependencia acorde con la nueva numeración. 

Repvindicación 14. Esta reivindicación ha sido eliminada del capItulo 

reivi n di cato rio. 

Reivindicaciones 15 a 20 (nuevas reivindicaciones 13 
a 

1.8). Estas 
reivindicaciones corresponden a las anteriormente presentadas, ajustando la dependencia 
acorde con la nueva numeración. 

Reivjridicación 21 (nueva reivindicpción 19). Se han realizado las 
mismas modificaciones que fueron expuestas para la relvindicación 1, modificado el 
prembulo pare que haga referenda a "una composición que comprende conjugado de 
derivado de caliqueamicina monomØrico/anticuerpo anti-CD22", clarificando que la 
porción "-S-S-" corresponde a un enlace de disulfuro y definiendo los componentes Pr, X 
y W del conjugado congruentemente de acuerdo con las realizaciones preferidas de la 
invención. 

Reivindicación_22 (nueva reivindicación 20). Se ha modificado el 
prembulo para que hagan referencia a "la composfción de la reivindicación 19", y se han 
limitado el tipo de anticuerpos que hacen parte del conjugado de la invención ünicamente 
a anticuerpos quimØricos y humanizados. 

Reivindicaciones 23 a 35 (nuevas reivindicaciones 21. v 33). Al igual 
que en el caso anterior, el preàmbulo ha sido modificado para que se refiera a "la 
composición,.. ’ç y se ha modificado Ia dependencia acorde con la nueva numeración. En la 
reivindicación 25 (nueva reivindicación 23) se han reemplazado la expresión "los residuos 
50 a 66 de gHl de la figura 6..." por la correspondiente secuencia de aminoªcidos.  En las 
reivindicaciones 27 y 30 (nuevas reivindicaciones 25 y 28) se ha eliminado la expresión "y 
CDRs donadores no humanos". 

Reivindicación 36 (nueva reivindicación 341. Se ha modificado el paso 
(a) del mØtodo reclamado para que haga referencia a "ía  composición que comprende un 
conjugado de derivado de caliqueamicina monomØrico/anticuerpo de con formidad con la 
reivindicación 19", y se ha definido de forma ms precise el paso (d) de dicho proceso 
limitando el tiempo a mÆximo 72 horas, en concordancia con lo revelado en los ejemplos 
3 y 9 de las pÆginas 81 y 113 de la descripción de la solicitud. 

Reivindicación 37 (nueva reivindipción 35). Se han restringido los 
posibles crioprotectores tnicamente a dextrano y sacarosa, tel como se ilustra en los 
ejemplos especIficos de la pâgina  117 de la descripción de la presente solicitud. 
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Reivindicaciones 38 a 52 (nuevas reivindicaciones 36 a 50) Se han 

ajustado las dependericias acorde con la nueva numeración. Dentro de la reivindicación 

52 (nueva reivindicación 50) se ha restringido el posible anticuerpo que hace parte del 

conjugado de la invención Unicamente a anticuerpos quimØricos o humanizados. 

Reivindicaciones 53 v 55, Estas reivindicaciones han sido eliminadas del 

capItulo reivindicatorlo. 

Reivindicaciones 54 v 56 a 66 (nuevas reivindicacione 5-1--a 62). Se ha 

modificado la dependencia en concordancia con la nueva numeradón. Dentro de la 

reivindicación 59 (nueva reivindicación 55) se ha reemplazado la alusión a los residuos 50 

a 66 de gH6 en Ia Figura 6 por la secuencia especifica de aminoàcidos a la cual se hace 

referencia. 

Reivindicaciones 67 a 89. Estas reivindicaciones han sido eliminadas del 

capitulo reivindicatorlo. 

Como consecuencia de las modificaciones anteriores, el capItulo reivindicatorlo 

modificado queda constituido por 62 reivindicaciones que definen de forma clara el objeto 

de la invenciOn y que hacen ünicamente referencia a las realizaciones preferidas que 

cuentan con pleno sustento en la descripción, superando de esta forma las objeciones 

presentadas por el Seæor Examinador a este respecto en el mencionado Concepto TØcnico 

No. 2968 de Octubre 2 de 2009. 

De esta forma, el capItulo reivirldicatorio modificado es totalmente claro y conciso al 

reclamar el mØtodo y la composición objeto de la presente solicftud, cumpliendo a 

cabalidad con lo preceptuado en el Articulo 30 de la Decision Andina 486 de 2000. 

3. Anexo me permito presentar: 

i) Recibo nOmero 10- 7,711, expedido por la Superintendencia de Industria y 
Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas; 

ii) Copia de las pªginas  Resumen, Objeto y finalidad y 1 a 122 correspond ientes 

al capItulo descriptivo modificado; 

iii) Copia de las pginas 123 a 139 correspond ientes al nuevo capItulo 

reivindicatorio, constituido por 62 reivindicaciones; y 

iv) Copia de la portada y de las pªginas  que contienen las columnas 1 a 2 y 19 a 
26 del documento US 5,773,001 referenciado en el texto. 
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En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la solicitud a 

-c.c/Ia

Iuz de las argumentaciones presentadas en mi referenciado memorial de Febrero 12 de 

’- 2010 y de las modificaciones que han sido expuestas en el presente escrito y conceder el 

privilegio de patente solicitado. 

Seæor Superintendente, 

OREDA RXCAURTE ALICIA LL 
T. 53,215  

It 
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CONJTJGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUE.ANICINA 

Campo de la Invenciôn  

La presente invención se refiere a mØtodos para la 

producción de conjugados de portador/fªrmaco citotóxico 

monomØrico (los "conjugados") con una carga superior de 

fÆrmaco y una fracción de conjugado bajo subs tancialmente 

reducida (LEC, por sus siglas en inglØs) Part icularmente, 

la invención se refiere a conjugados de caliqueamicina 

. monomØricos del anticuerpo anti-CD22. La invención tambiØn 

se refiere a conjugados de la invención, a mØtodos de 

purificación de los conjugados, a composiciories 

farmacØuticas qua comprenden los conjugados y a usos de los 

conjugados. 

Antecedentes de la Invención 

Los conjugados de fÆrrnacos desarrollados para la 

farmacoterapia sistØmica son agentes citotóxicos 

especIficos del objetivo. El concepto involucra ci 

acoplamiento de un agente terapØutico a una molØcula 

portadora con especificidad pare una población definida de 

cØlulas objetivo. Los anticuerpos con alta afinidad pare 

los antIgenos son una eleccidn natural como porciones de 

direccionamlento. Con la disponibilidad de anticuerpos 

monoclonales de alta afinidad, los prospectos de la 

terapØutica para direccionamiento cia anticuerpos han sido 

prometedores. Las substancias tóxicas que Se han conjugado 

con los anticuerpos monocionales incluyen toxirias, fÆrmacos 

citotóxicos de bajo peso molecular, modificadores de 

respuesta biologica y radionüclidos. Los conjugados de 

toxina y anticuerpos se denominan frecuentemente 
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inmunotoxinas, mientras que los inmunoconjugados consisten 

de anticuerpos y de fÆrmacos de alto peso molecular tales 

como el metotrexato y la adriamicina Se denominan 

quimioinmunoconjugados. Los inmunomoduladores coritienen 

modificadores de la respuesta biológica que se sabe qua 

tienen funciones reguladoras tales coma linfocinas, 

factores de crecimiento y factor del veneno de cobra (CVF, 

por sus siglas en inglØs) que activa el complemento. Los 

radioinmunoconjugados consisten de isótopos radioactivos, 

que se pueden usar como terapØuticos para extermiLnar 
.

cØlulas par su radiación o usarse para la formación de 

imÆgenes. El suministro especIfico mediado par anticuerpos 

de los fÆrmacos citotóxicos a cØlulas de tumor, se espera 

que no solamente aumente su eficacia antitumor, sine qua 

tambiØn evite la absorción no dirigida por los tejidos 

normales, incrementado asI sus indices terapØuticos. 

La presente invención se refiere a inmunoconjugados 

qua comprenden un anticuerpo coma un vehiculo de 

direccionamiento y qua tienen especificiLdad para 

determiriantes antigØnicas en la superficic de las cØlulas 

malignas conjugadas a un fÆrmaco oitotóxico. La invención 

se refiere a conjugados de anticuerpo a fªrmaco citotôxico 

en donde el anticuerpo tiene especificidad para las 

determinantes antigØnicas para las malignidades B, 

trastornos linfoproliferativos y trastornos inflamatorios 

crônicos. La presente invenicjón tambiØn se refiere a 

mØtodos para la producción de inmunoconjugados y sus usos 

terapØuticos. 

Se han aprobado diversos terapØuticos basados en 

anticuerpos para el tratamiento de una diversidad de 

enfermedades que incluyen cancer y artritis reumatoide, 
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para el usa clinico, o estÆn en erisayos clInicos para una 

diversidad de malignidades que incluyen malignidades de 

cØlulas B tales coma el linfoma que no es de Hodgkin. Uno 

de tales terapØuticos basados en anticuerpos es el 

rituximab, (RituxanTM) un anticuerpo humano quimØrico no 

etiquetado yl (region +mylV) , que es especIfico para el 

antlgeno de superficie celular CD20 que se expresa en 

las cØlLulas B. Estos terapØutioos basados en anticuerpos se 

soportari en la citotoxicidad mediada par el complemento 

(CDCC) a la citotoxicidad celular dependiente del 

Ł anticuerpo (AIJCO) contra las cØlulas B a en el usa de 

radionüclidos tales coma 1311 a 90Y, que tienen problemas 

asociados de preparación y de usa para los medicos y los 

pacientes. Consecuentemente, hay una necesidad para la 

generaciOn de inmunoconjugados que puedan superar los 

inconvenientes de la terapØutica actual basada en 

anticuerpos para tratar una diversidad de malignidades que 

incluyen malignidades hematopoyØtioas como el linfoma que 

no es de Hodgkin (NHL), que se puede producir fÆcilmente a 

eficientemente y que se pueden usar repetidamente sin 

inducir una respuesta inmune. 

Los inmunoconjugados que comprenden un miembro de la 

familia potente de agerites antibacterianos y antitumor, 

conocidos colectivamente coma caliqueamicinas a el 

compleja LL-E33288 (ver patente de E.U.A No. 4,970,198 

(1990) ), se desarrollaron para el tratamiento de mieloma. 

La mÆs potente de las caliqueamicinas se designa ’Yi, que se 

hace referencia aqui simplemente coma gamma. Estos 

compuestos contienen un metil trisulfuro que pueden 

reaccionar con tides adecuados para formar bisulfuros, al 

mismo tiempo al introducir un grupo funcional tal coma una 

3 



hidrazida u otto grupo funcional que sea iitil en la 

colocación de un derivado de caliqueamicina a un portador 

(vet patente de E.U.A No. 5,053,394). El uso de los 

conjugados del portador/derivado de caliqueamicina 

monomØrico en el desarrollo de terapias para una amplia 

variedad de cÆnceres se ha limitado por la disponibilidad 

de agentes de direccionamiento especIficos (portadores), 

ast corno pot las metodologias de conjugación que resultan 

en la formaoiÆn de agregados de proteinas cuando se 

incrementa la cantidad del derivado de caliqueamicina que 
.

se conjuga al portador (esto es, la carga de fÆrmacos) Ya 

que una carga mayor de frmaco inorementa la potencia 

inherente del conjugado, es deseable tenet la mayor 

cantidad del fÆrmaco cargada en el portador, que sea 

consistente con la retención de la afinidad de la proteina 

portadora. La presencia de la proteina agregada que puede 

ser no espeolficamente tóxica e inmunogØnica, y pot lo 

tanto se debe retirar para aplicaciones terapØuticas, hace 

al proceso de escalamiento para la producción de estos 

conjugados rnÆs difloil y disminuye el rendimiento de los 

productos. La cantidad de caliqueamicina cargada en la 

proteina portadora (la carga de fÆrmacos), la cantidad de 

agregado que se forma en la reaccidn de conjugación, y el 

rendimiento del conjugado final monomØrico purificado que 

se puede obtener, todo se relaciona. Pot lo tanto Se debe 

hacer un compromiso entre una carga mayor de fÆrmaco y el 

rendimiento del rnonómero final al ajustar la cantidad del 

derivado reactivo de caliqueamicina que se agrega a la 

reacción de conjugaciÆn. 

La tendencia de los conjugados de fÆrmacos 

citotóxicos, especialmente los conjugados de 
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caliqueamicina, para agregarse es especialmente 

problemÆtica cuando se efectüan las reacciones de 

conjugación con los enlazadores desoritos en la patente de 

E.U.A No. 5,877,296 y la patente de E.U.A No. 5,773,001 que 

se incorporan aquI en su totalidad. En este caso, un gran 

porcentaje de los conjugados producidos estÆn en forma 

agregada y es bastante dificil purificar conjugados hechos 

por estos procesos originales (procesos CMA) para usc 

terapØutico. Para algunas protelnas portadoras, los 

conjugados con cargas aun modestas son virtualmente 
.

imposibies de hacer excepto a una escala pequeæa. 

Cons ecuentemente, existe una necesidad critica de mejorar 

los mØtodos para conjugar los fÆrmacos citctóxicos tales 

como las caliqueamicinas, a portadores que minimizan la 

cantidad de agregación y con ello permiten una carga de 

fÆrrnaco tan alta come sea posible con un rendimiento 

razonable de producto. 

Previamente, se describieron mØtodos de conjugación 

para la preparación de un derivado/portador de 

caliqueamicina monomØrico con una agregación disminuida y 

una carga/rendimiento de fÆrmacos superior (ver patente de 

E.U.A No. 5,712,374 y patente de E.U.A No. 5,714,586, 

incorporada en la presente en su totalidad) . Aunque estos 

procesos resuitaron en preparaciones de conjugados con un 

contenido de agregados substancialmente reducido, se 

descubrió despuØs que produjo conjugados que contienen 

niveles indeseablemente altos (45-65% de area CLAR en %) de 

una fracción conjugada baja (LCF), una fracción que 

consiste principalmente del anticuerpo no conjugado. La 

presencia de LCF en el producto se constituye en un uso 

ineficiente del anticuerpo ya que no contiene al fÆrmaco 



citotóxico. TamblØn puede competir con el conjugado 

portador de caliqueamicina para el objetivo y reducir 

potencialLmente el direccionamiento del iltimo, resultando 

en una eficacia reducida del fÆrmaco citotóxico. For lo 

tanto, as deseable un proceso de conjugación mejorado que 

resultaria en niveles significativamente inferiores del LCF 

y que tengan niveles aceptables de agregación sin alterar 

significativamente las propiedades fisicas del conjugado. 

Breve Descripción de la Invención .

La presente invenoión se refiere a mØtodos para la 

producción de conjugados de portador/derivado de un fÆrmaco 

citotóxico monomØrico (los conjugados) con una carga 

superior y una fracción de conjugado baja substancialmente 

reducida (LCF) . Particularmente, la inverioiôn se refiere a 

la producción de conjugados de portador con derivado de 

caliqueamicina monomØrico, a los conjugados, a las 

composiciones a ui-i mØtodo de purificación cia los conjugados 

Y al uso de los conjugados. MÆs particularmente, la 
,

invenciLón se refiere a mØtodos para la produccidn de un 

conjugado de anticuerpo anti-CD22 con un derivado de 

caliqueamicina monomØrico (CMC-544) 

En una rnodaliclad, la presente invención describe un 

proceso de conjugación mejorado para la producción de los 

conjugados, qua resulta en niveles significativamente 

inferiores de LCF debajo del 10% sin alguna alteracidn 

importante de las propiedades fIsicas o qulmicas. La 

invención tambiØn describe una mejora adicional a los 

procesos de conjugación la cual resulta no solamente en una 

reducción importante en los niveles de LCF, sine tambiØn 

resulta en una reducción importante en la agregación a 



partir de procesos previamente descritos, y produce una 

carga de frmaco substancialmente aumentada. Los conjugados 

de la presente invención tienen la formula: 

Pr (-XW) 

en donde: 

Pr es un portador proteinico. 

X es enlazador que comprende un producto de cualquier 

grupo reactivo que puede reaccionar con un portador 

proteinico. 

W as un fÆrmaco c.itotdxico; 

m es la carga promedio para un producto de conjugación 

purificado tel qua el fÆrmaco citotOxico constituye 7-9% 

del conjugado en peso y 

(XW)m as un derivado de fÆrmacos citotdxico. 

Los conjugados de la presente invenciOn, en una 

modalidad, se generan por el mAtodo de la invención que 

comprende las etapas de (1) agregar el derivado de fÆrmaco 

citotóxico al portador proteinico en donde el derivado de 

fÆrmacos citotOxico tiene 4.5-11% en peso del portador 

proteinico; (2) incubar el derivado de fÆrmaco citotóxico y 

un portador proteinico en una soluciOn amortiguadora 

compatible con protelnas, no nucleofilica que tenga un pH 

en el intervalo del airededor de 7 haste 9 para producir un 

conjugado portador/fÆrmaco citotOxico monomØrico, en donde 

la solución comprende ademÆs (a) un cosolvente orgÆnico y 

(b) un aditivo que comprende al menos un Æcido carboxilico 

C6-C18 o su sal y en donde la incubaciOn se efectüa a una 

temperature que ye desde airededor de 30°C a alrededor de 

35°C por un periodo de tiempo en el intervalo desde 

airededor de 15 minutos hasta 24 horas y (3) someter al 

conjugado producido en la etapa (2) a un proceso de 

7 



separaclØn cromatogrÆfica para separar el derivado de 

fÆrmaoos citotóxico monomØrico/conjugados del portador 

proteinico con una carga en el intervalo de 4-10% de peso 

del fÆrmaco citotóxico y con una fracción baja conjugada 

(LFC) debajo de 10 por ciento a partir del portador 

proteinico no conjugado, derivado de fÆrmaco citotóxico y 

conjugados agregados. 

En un aspecto de la invención, el portador proteinico 

del conjugado se selecciona de un grupo que consiste de 

hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos, fragmentos 
.

de anticuerpos, imitadores de anticuerpos y sus 

contrapartes preparadas por ingeriieria genØticamente o 

enzimÆticamente. 

En una modalidad, el portador proteinico es un 

anticuerpo. En una modalidad preferida el anticuerpo se 

selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo 

monoclonal, un anticuerpo quimØrico, un anticuerpo humano, 

un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla, 

un fragmento Fab y un fragmerito F(ab)2. 

En otra modalidad el anticuerpo humanizado se dirige 

contra el antIgeno de superficie celular CD22. 

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado 

anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR y comprende 

una region variable de cadena ligera 5/44-gLi (SEQ ID NO: 

19), y una regiÆn variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ ID 

NO: 27) 

En otra modalidad preferida el anticuerpo humanizado 

anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que contiene 

una cadena ligera que tiene una secuencia establecida en 

SEQ ID NO: 28. 



Todavia en otra modalidad preferida el anticuerpo 

humanizado anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que 

comprende una cadena pesada que tiene una secuencia 

establecida en SEQ ID NO: 30. 

En otra modalidad preferida el anticuerpo humanizado 

anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que comprende 

una cadena ligera qua tiene una secuencia establecida en 

SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada qua tiene una secuencia 

establecida en SEQ ID NO: 30. 

En otra modalidad el anticuerpo humanizado anti-CD22 

es un anticuerpo injertado con CDR que es un anticuerpo 

variante que se obtiene por un protocolo de maduración de 

afinidad y tiene una especificidad aumentada para el CD22. 

En otro aspecto, el fÆrmaco citotóxico usado para 

generar el conjugado portador/fÆrmaco citotôxico monomØrico 

de la presente irivencidn, es mx inhibidor de la 

polimerizacidn de tubulina, un aqente de alquiiación qua se 

enlaza y fragmenta el ADN, una sjntesis de proteInas 

inhibidoras o un inhibidor de la tirosina cinasa. 

En una modalidad, el fÆrmaco citotóxico se selecciona 

de caliqueamicina, tiotepa, taxanos, vincristina, 

daunorubioina, doxorubicina, epirubicina, esperamicinas, 

actinomicina, autramicina, azaserinas, bleomicinas, 

tamoxifen, idarubicina, dolastatinas/auristatinas, 

hemiasterlinas, y maitansinoides. 

En una modalidad, preferida el fÆrmaoo citotóxico es 

caliqueamicina. En una modalidad particularmente preferida, 

la caliqueamicina en una caliqueamicina gamma o un derivado 

de caliqueamicina gamma de N acetilo. 

Todavia en otro aspeoto el fÆrmaco citotóxico se 

funcionaliza con 3-mercapto--3--metil butanoil hidrazida y se 
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conjuga a un portador protelnico per medic de la ligadura 

hidrolizable que puede liberar el fÆrmaco citotóxicc del 

conjugado despuØs de enlazarse y entrar en las cØlulas 

obj etivo. 

En una modalidad preferida de este aspecto, la 

ligadura hidrolizable es Æcido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico 

(AcBut) 

Todavla en otro aspecto de la invención se usa Æcido 

octanoico o su sal, o Æcido decanoico, o su sal come un 

aditivo durante el proceso de 000jugaci6n para disminuir la 

agregaoión e inorementar la carga de fÆrmaco. 

Todavia en otro aspecto de la invenoión los 

conjugados de la invención se purifican por un proceso de 

separación cromatogrÆfica. 

En una modalidad, el proceso de separaoióri 

crcmatcgrÆfica usado para separar el conjugado portador 

derivado de fÆrmaco monomØrico es una cromatografla de 

exclusion de tamaæo (SEC) 

En otra modalidad, el proceso de separaciOn 

oromatogrÆfica usado para separar el conjugado de portador 

derivado fÆrmaoo monomØrico es cromatografla CLR, FPLC 
o

Sephacryl S-200. 

En una modalidad preferida el proceso de separaoiOn 

crcmatcgrÆfica usado para separar el conjugado de portador 

y derivado de fÆrmaco monomØrico en una cromatografia de 

interacción hidrofóbioa (HIC) En una modalidad 

particularmente preferida, HIC se efectüa usando un medic 

cromotogrÆfico de flujo rÆpido de fenil sefarosa 6, butil 

sefarosa 4 en un medic cromatografico de flujo rÆpido, 

medic cromatografico de flujo rÆpidc de octil sefarosa 4, 

medic cromatografico de Øter de Tcyopearl 650M, medic HIC 
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Macro-Prep de metilo o un medic HIC Macro-Prep de t-butilo. 

En una modalidad mae particularmente preferida la HIC se 

efectüa usando un medic de flujo rÆpido de butil sefarosa 

4. 

En otro aspecto, la invención se dirige a un conjugado 

portador/derivado de fÆrmaco citotóxico monomØrico 

producido per el mØtodo de la invención. En una modalidad 

preferida de este aspecto el fÆrmaco citotóxico usando es 

caliqueamicina y el portador usado es un anticuerpo. 

En otra modalidad preferida el anticuerpo cc 
’

seleociona de un grupo que consiste de un anticuerpo 

monoclonal, un anticuerpo quimØrico, un anticuerpo humane, 

un anticuerpo humanizado, una anticuerpo de cadena sencilla 

o fragmento Fab y un fragmento F(ab)2. En un aspecto mÆs 

particularmente preferido, se usa un anticuerpo humanizado 

dirigido contra el antIgeno de superficie celular CD22. 

En una modalidad el anticuerpo humanizado anti-C1D22 cc 

un anticuerpo injertado con CDR, y comprende una region 

variable de cadena ligera 5/44-gLi (SEQ ID NO: 19) y una 

region variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ ID NO: 27) 

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22 

es un anticuerpo injertado con CDR, que comprende una 

cadena ligera que tiene una secuencia establecida en SEQ ID 

NO: 28. 

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado 

anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que comprende 

una cadena pesada que tiene una secuencia establecida en 

SEQ ID NO:30. 

En otra modalidad preferida ci anticuerpo humanizado 

anti-CD22 as un anticuerpo injertado con CDR que comprende 

una cadena ligera que tiene una secuencia establecida en 
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SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene una secuencia 

establecida en SEQ ID NO: 30. 

Todavia en otra modalidad el anticuerpo humanizado 

anti-CD22 as un anticuerpo injertado con CDR que Cs Ufl 

anticuerpo variante obtenido por un protocolo de maduración 

de afinidad que tiene una especificidad aumentada pare el 

CD22 humario. 

En una modalidad preferida la caliqueamicina es una 

caliqueamicina gamma a N acetil gamma caliqueamicina. 

En una modalidad, el derivado de caliqueamicina se 
’

funcionaliza con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida. 

En otra modalidad, la ligadura usada para conjugar ci 

fÆrmaco al portador es una ligadura hidrolizable que puede 

iiberar el fÆrmaco citotóxico a partir del conjugado 

despuØs de enlace y entrada en las cØLulas objetivo. En una 

modalidad, preferida la ligadura hidrolizable es el Æcido 

4-(4-aoetil fenoxi) butanoico (AoBut). 

Otro aspecto de la invención se dirige a un conjugado 

de un derivado de caliqueamicina monomØrico/anticuerpo 
.

anti-CD22 que tiene la formula Pr( -X-S -S -W), en donde Pr es 

un anticuerpo anti-CD22, X es una ligadura hidrolizable que 

comprende un producto de cuaiquier grupo reactivo que puede 

reaccionar con un anticuerpo; W es un radical de 

caliqueamicina, m as la carga promedio para un producto de 

conjugación purificado de manera que la caliqueamicina 

constituye 4-10% del conjugado en peso y (XSSW)m as un 

derivado de caliqueamicina generado por el proceso de la 

invenc iOn. 

En una modalidad de este aspecto, ci anticuerpo se 

selecciona del grupo que consiste de un grupo monoclonal, 

un anticuerpo quimØrico, un anticuerpo humano, un 
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anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla, un 

fragmento Fab y un fragmento a F(ab)2. 

En una modalidad preferida el anticuerpo es un 

anticuerpo anti--CD22 que tiene especificidad pare CD22 

humane, y comprende una cadena pesada en donde el dominic 

variable comprende un CDR que tiene al menos una de las 

secuencias dadas como Hi en la figure 1 (SEQ ID NO: 1) para 

CDR-Hl, como H2 en la figura 1 (SEQ ID NO: 2) o H2 (SEQ ID 

NO: 13) a H2  (SEQ ID NO: 15) o H2 (SEQ ID NO: 16) pare 

CDR -H2 o come H3 en la figure 1 (SEQ ID NO: 3) pare CDR-H3 

y comprende una cadena ligera en donde el dominic variable 

comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias 

dadas come Li en la figure 1 (SEQ ID NO: 4) para CDR -L1 

coma L2 en la figura 1 (SEQ ID NO: 5) pare CDR-L2, o come 

L3 en la figure 1 (SEQ ID NO: 6) para CDR-L3. 

En otra modalidad preferida el anticuerpo anti-CD22 

comprende una cadena pesada en donde el dominlo variable 

comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias 

dadas en SEQ ID NO: 1 para CDR-H1, SEQ ID NO: 2 e SEQ ID 

S 
NO: 13 o SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO: 16 pare CDR-H2 a SEQ ID 

NO: 3 para CDR-H3 y una cadena ligera en deride el dominio 

variable comprende un CDR que tiene al menos una de las 

secuencias dadas en SEQ ID NO: 4 para CDR-Ll, SEQ ID NO: 5 

para CDR-L2 a SEQ ID NO: 6 para CDR-L3. 

Todavia en otra modalidad preferida, el anticuerpo 

anti-CD22 comprende SEQ ID NO: 1 para CDR-H1, SEQ ID NO: 2 

o SEQ ID NO: 13 a SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO: 16 pare CDR-

H2, SEQ ID NO: 3 pare CDR-H3, SEQ ID NO: 4 pare CDR-L1, SEQ 

ID NO: 5 para CDR--L2 y SEQ ID NO: 6 pare CDR-L3. 

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22 

es un anticuerpo anti-CD22 injertada con CDR y comprende un 
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dominic variable que comprende regiones de estructura del 

aceptor humane y CDR de donadores no humanos. 

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22 

tiene una estructura aceptor humane en donde las regiones 

del dominic variable de la cadena pesada del anticuerpo se 

basari en una secuencia del consenso del subgrupo 1 humane y 

comprende residues de donador no humano en las posiciones 

1, 28, 48, 71 y 93. En otra modalidad, el anticuerpo 

humanizado comprende ademÆs residues de un donador no 

. humane en las posiciones 67 y 69. 

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado 

injertado con CDR comprende un dominic variable de la 

cadena ligera que comprende una region de estructura del 

aceptor humane con base en una secuencia de consenso humana 

del subgrupo 1 y comprende ademÆs residues del donador no 

humane en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60. En otra 

modalidad, el anticuerpo injertado con CDR comprende ademÆs 

residue del donador no humane en la posiciOn 3. 

TodavIa en otra modalidad el anticuerpo injertado CDR 

comprende una region variable de cadena ligera 5/44-gLi 

/(SEQ ID NO: 19) y una region variable de cadena pesada 

5/44-gH7 (SEQ ID NO: 27) 

En otra modalidad, el anticuerpo injertado con CDR 

comprende una cadena ligera que tiene la secuencia come se 

establece en SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene la 

secuencia come se establece en SEQ ID NO: 30. 

Todavia en otra modalidad el anticuerpo injertado con 

CDR comprende una cadena ligera tiene la secuencia come se 

establece SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene la 

secuencia come se establece en SEQ ID NO: 30. 
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En una modalidad el anticuerpo injertado con CDR anti-

CD22 es un anticuerpo variante obtenido por un protocolo de 

maduración de afinidad y tiene una especificidad aumentada 

pare el C1D22 humano. 

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD22 es un 

anticuerpo quimØrico que comprende las secuencias de los 

dominios variables de cadena ligera y pesada del anticuerpo 

monoclonal establecido en SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, 

respect ivamente. 

Todavia en otra modalidad el anticuerpo anti-CD22 

comprende un CDR hIbrido con una secuencia de CDR de 

donador truncada en donde la porción faltante del CDR del 

donador se reemplaza por una secuencLa diferente y forma un 

CDR funcional. 

En una modalidad particularmente preferida, el 

derivado del fÆrmaco citotóxico es una caliqueamicina gamma 

o un derivado de caliqueamicina N acetil gamma. 

En otro aspecto, la invención se dirige a una mØtodo 

para la preparación de la composición liofilizada estable 

de un conjugado de un portador/derivado de fØrmaco 

citotóxioo monomØrico. En una modalidad, preferida la 

composioión estable liofilizada del conjugado del 

portador/derivado de fÆrmaco citotóxico monomØrico se 

prepara al (a) disolver el conjugado del portador derivado 

de fÆrmacos citotóxico monomØrico haste una concentración 

final de 0.5 haste 2 mg/ml en una solución que comprende 

un crioprotector a una concentración de 1.5%-5% en peso, un 

agente polimØrico de volumen a una concentración de 0.5-

1.5% en peso, electrolitos a una concentración de 0.01M a 

0.1M, un agente facilitador de la solubilidad a una 

concentración de 0.005-0.05% en peso, agente amortiguador a 
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una concentración de 5-50 mM de manera tal que el pH final 

de la solucion es 7.8-8.2, y agua; (b) dosificar la 

solución anterior en viales a temperatura de +5°C hasta 

+10°C; (C) congelar la solución a una temperatura de 

congelaoión de -35°C haste -50°C; (d) someter la soluciôn 

congelada a una etapa inicial de secado par congelación a 

una presidn de secado primaria de 20 haste 80 micras a una 

temperature de anequel a -10°C hasta -40°C par 24 haste 78 

horas; y (e) someter el producto secado par congelación de 

la etapa (d) a una etapa de secado secundaria a una presiôri 

de secado de 20 a 80 mioras a una temperature de anaquel de 

+10°C a + 35°C durante 15 a 30 horas. 

En una modalidad, el crioprotectar utilizado en la 

liofilización de conjugado de fÆrmaco/portador citotóxico 

se selLecciona del alditol, manitol, sorbitol, iriositol, 

polietilen glicol, Æcido aldônico, Æoido urónioo, Æcido 

aldÆrico, aldosas, cetosas, amino azticares, alditoles, 

inositoles, gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa, 

ribosa, xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, 

talosa, heptosa, glucose, fructosa, Æcido glucónico, 

sorbitol, lactosa, manitol, metil a-glucopiranosida, 

maltosa, Æcido isoascÆrbico, Æcido ascórbico, lactona, 

sorbosa, Æcido glucÆrico, eritrosa, treosa, arabinosa, 

alosa, altrosa, gulose, idosa, talosa, eritrulosa, 

ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, Æcido glucurónico, 

Æcido glucónico, Æcido glucÆrico, Æcido galacturónico, 

Æcido manurónico, glucosamina, galactosamina, sacarosa, 

trehalasa, Æcido neuramInico, arabinanos, fructanos, 

fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos, 

xilarios, levano, fucoidano, carragenina, galactocarolLosa, 

pectinas, Æoidos pØcticos, amilosa, pululano, glicógeno, 

16 



amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina, 

agarosa, queratina, condroitina, dermatano, Æcido 

hialurônico, Æcido algInico, goma xantana, almidón, 

sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol, 

polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, y 

pentaeritritol. 

En una modalidad preferida, el crioprotector es 

sacarosa que estÆ presente a una concentración de 1.5% en 

peso. 

En una modalidad el agente de volumen polLimØrico 

W 
utilizado durante el proceso de liofilización se selecciona 

de Dextrano 40 o almidôn de hidroxietil 40, y estÆ a una 

conceritración de 0.9% en peso. 

En otra modalidad el electroliLto usado en la solución 

de liofilización es cloruro de sodio que estÆ presente a 

una ooncentración de 0.05 N. 

En una modalidad preferida un agente facilitador de la 

solubilidad se usa durante el proceso de liofilización. 

Preferibiemente este agente facilitador de la solubilidad 

es un tensoactivo. En una modalidad, particularmente 

preferida el tensoactivo es polisorbato 80, que estÆ 

presente a una concentración de 0.01% en peso. 

En una modalidad el agente amortiguador usado es 

trometamina que estÆ presente a una concentración de 0.02 

N. Se prefiere pare el pH de la solución que sea de 8.0 al 

comienzo del proceso de liofilización. La solución que 

contiene el conjugado de portador/fÆrmaco citotóxico se 

dosifica a los viales a una temperatura de +5°C previo al 

comienzo del proceso. 

En una modalidad preferida, la solución de lo3 viales 

se congela a una temperatura de -45°C; la solución 
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cangelada se samete a una etapa inicial de secado par 

congelación a una presión de secado primaria de 60 micras y 

a una temperatura de anaquel de -30°C por 60 horas; y el 

producto secado par congelación se somete a una etapa 

secundaria de secado, a una presión de secado de 60 micras, 

a temperetura de anaquel de +25°C par 24 haras, 

Otro aspecto de is invención se dirige a una 

camposición que comprende una dosis terapØuticamente 

efectiva de un conjugado de un derivado/partador de 

. fÆrmacos citotóxico monomØrico preparado par un mØtodo de 

la invenciôn. 

En una modalidad, el partadar en el canjugada de 

portador/derivado de fÆrmaco citotÆxica manomØrico es un 

portador protelnico seleccionado de hormonas, factores de 

crecimienta, anticuerpos e imitadores de anticuerpos. 

En una modalidad preferida, el partadar protelnico es 

un anticuerpo monoclonal humano, un anticuerpo quimØrico, 

un anticuerpo humano o un anticuerpo humanizado. 

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado se 

dirige contra el antIgeno de superficie celular CD22. 

En una modalidad particularmente preferida de este 

aspecto de la invención, el anticuerpo anti-CD22 tiene 

especificiclad pars el CD22 humano y comprende una cadena 

pesada en donde el dominic variable comprenden un CDR que 

tiene al menos una de las secuencias dadas coma Hi en la 

figura 1 (SEQ ID NO:1) para CDR-Hl, coma H2 en la figura 1 

(SEQ ID O:2) o H2’ (SEQ ID NO:13) a H2’’ (SEQ ID NO:15) a 

H2’" (SEQ ID NO:16) para CDR-H2, a coma H3 en la figura 1 

(SEQ ID NO:3) para CDR-H3, y comprende una cadena ligera en 

dande el dominia variable comprende un CDR que tiene al 

menos una de las secuencias dadas coma Li en is figura 1 
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Para (SEQ ID NO:4) Para CDR-L1, coma L2 en la figure 1 (SEQ 

ID N0:5) Para CDR-L2, a coma L3 en la figura 1 (SEQ ID 

NO:6) pare CDR-L3. 

En otra modalidad preferida, el anticuerpo anti -0D22 

tiene una cadena pesada en donde el dominic variable 

comprende un CDP. qua tiene ci menos una de las secuencias 

dadas en SEQ ID NO:1 para CDR-H1, SEQ ID NO:2 o SEQ ID 

NO:13 a SEQ ID NO:15 a SEQ ID NO:16 Para CDR-H2, a SEQ ID 

NO:3 Para CDR-H3, y una cadena ligera en donde el dominic 

variable comprende un CDR que tiene al menos una de las 
.

secuencias dadas en SEQ ID NO:4 pare CDR-L1, SEQ ID NO:5 

Para CDR-L2, a SEQ ID NO:6 pare CDR-L3. 

Todavia en otra modalidad preferida, el anticuerpo 

anti-CD22 comprende SEQ ID N0:1 pare CDR-H1, SEQ ID NO: 2 0 

SEQ ID NO:13 a SEQ ID NO:15 a SEQ ID NO:16 pare CDR-H2, SEQ 

ID NO:3 pare CDR-H3, SEQ ID NO:4 Para CDR-L1, SEQ ID N0:5 

Para CDR-L2, y SEQ ID NO:6 pare CDR-L3. 

En una modalidad particularmente preferida el 

anticuerpo humanizado anti -0D22 es un anticuerpo anti-CD22 

humanizado injertado con CDR, y comprende una region 

variable de cadena ligera 5/44-gLi (SEQ ID NO:19), y una 

region de variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ ID 

NO:27) 

En otra modalidad particularmente preferida, el 

anticuerpo humanizado anti-CD22 es un anticuerpo injertado 

con CDR que tiene especificidad Para el CD22 humano y 

comprende una cadena ligera que tiene una secuencia 

establecida en SEQ ID NO:28 y una cadena pesada que tiene 

una secuencia estabiecida en SEQ ID NO:30. 

En una modalidad, el anticuerpo injertado con CDR as 

un anticuerpo variante que tiene una especificidad 
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aumentada para el 0D22 humano y el anticuerpo se obtiene 

par Un protocolo de macluración de afinidad. 

En una modalidad, el fÆrmaco citotóxico monomØrico as 

caliqueamicina y se selecciona preferiblemente de la gamma 

caliqueamicina a la N acetil caliqueamicina. 

En una modalidad, la composición puede contener 

opcionalmente un agente bioaotivo adicional. Tel agente 

bioactivo puede ser un fÆrmaco oitotóxico un factor de 

crecimiento a una hormona. 

TodavIa otro aspecto de la invención se dirige a un 
.

mØtodo de tratamiento de un sujeto con un trastorno 

proliferativo, al administrar al sujeto una dosis 

terapØuticarnente efectiva de la composición de la 

invención. La composición se puede administrar 

subcutÆneamente intraperitoneaLmente, intravenosamente, 

intraarterialmente, intramedularmente, intratecalmente, 

transdermalmente, transcutÆnea, intranasal, tópica, 

enteral, intravaginalmente, sublingualLmente, a rectalmente. 

En una modalidad preferida la composición de la invención 

Se administra intravenosamente. 

En una modalidad la composiciLón se administra a un 

sujeto humano qua padece de una trastorno proliferativo tal 

coma el cancer. En una modalidad, preferida el cancer as 

una malignidad de cØlulas B. La malignidad de cØlulas B 

puede ser una leucemia o linfoma qua expresa un antigeno de 

superficie celular CD22. 

Todavia en otra modalidad el cancer as un carcinoma a 

un sarcoma. 

Otro aspecto de la presente invención se dirige a un 

rnØtodo de tratamienta 
cia una malignidad de cdlulas B al 

administrar a un paciente con tel malignidad una 
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composición terapØutioamente efectiva quo comprende un 

anticuerpo anti-CD22 citotóxico conjugado de la inverición. 

En una modalidad, preferida la malignidad de cØlulas B es 

un linfoma, particularmente linfoma No Hodgkin. 

En una modalidad el fÆrmaco oitotóxico usado para 

preparar los conjugados do la presente invención so 

seleociona del grupo que consiste do caliqueamicinas, 

tiotepa, taxanos, vincristina, daunorubicina, doxorubicina, 

opirubicina, actinomicina, autramicina, azaserinas, 

bleomicinas, tamoxifeno, idarubicina, 
.

dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas, maitansinoides, 

y esperamicinas. 

En una modalidad, preferida el fÆrmaco oitotóxico Os 

gamma caliqueamicina o N- acetil caliqueamicina. 

En otra modalidad, el tratamiento comprende la 

administraciôn de un conjugado de fÆrmaco citotdxico de la 

invención con uno o mÆs agentes bioactivos seleccionados de 

anticuerpos factores de crecimionto, hormonas, citocinas, 

antihormonas, xant–nas, interleucinas, iriterferones, y .Ł

fÆrmacos oitotóxicos. 

En una modalidad preferida el agente bioactivo es un 

anticuerpo y se dirige contra un antigeno do superficie 

celular expresado en malignidades do cØlulas B. En una 

modalidad adicional preferida, el anticuerpo dirigido 

contra antigenos de superficie celular expresado en las 

malignidades de cØlulas B se seleociona de un grupo que 

consiste de anticuerpos anti-CD19, anti-CD20 y anti-CD33. 

Tales anticuerpo incluyen el anticuerpo anti-CD20, 

rituximab (RituxanTM) 
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En otra modalidad los agentes bioactivos son citoxinas 

o factores de crecimiento e incluyen pare no se limitan a 

interiLeucina 2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF. 

En otra modalidad los agentes bioactivos son hormonas 

e incluyen estrógenos, andrdgenos, progestinas, y 

corticosteroides. 

Todavia en otra modalidad el agente bicactivo es un 

fÆrmaco citotóxico selecolonado de doxorubicina, 

daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, zorubiolna, 

mitoxantrona, epirubicina, carubioina, nogalarnicina, 
.

meriogarilo, pitarubicina, vairubicina, citarabina, 

gemcitabina, trifluridina, anoitabina, enocitabina, 

azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina, 

capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina, 

fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina, 

adriarnicina, cisplatiria, carboplatina, ciclofosfamida, 

dacarbazina, vinbiastina, vincristina, mitoxantrona, 

bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbazina 

metotrexato, fluoruracilos, etopÆsidp, taxol, anÆlogos de 

taxol, y mitomicina. 

En una modalidad preferida, la composición 

terapØuticamente efectiva del anticuerpo anti -01J22 de 

fÆrmacos citotóxioos conjugado Se administra junto con una 

o mÆs combinaciones cia agentes citotóxicos como parte de un 

regimen de tratamiento, en donde la combinación de agentes 

oitotÆxicos se selecciona cia: CHOPP (ciclofosfamida, 

doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina); 

CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y 

prednisona) ; COP (ciclofosfamida, vincristina, y 

prednisona) ; CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina, 

procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona) ; N-
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BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, 

ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorin) 

ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, 

ciclofosfamida, etopósido, leucovorin, mecloetamina, 

vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM 

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, 

etopósido, leucovorin, citarabina, bleomicina, y 

vincristina); MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, 

ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, y 

leucovorin) ; MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y 

procarbazina); ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, 

vjnb]astjna, y dacarbazina); MOPP (mecloetamina, 

vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ARV 

(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y vinbiastina) ; MOPP 

(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) 

alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, 

viriblastina, y dacarbazina), ChIVPP (clorambucil, 

vjnblastjna, procarbazina, y prednisona); IMVP-16 

(ifosfamida, metotrexato, y etopósido); MIME (metil-gag, 

ifosfamiLda, metotrexato, y etopÆsido) ; DHAP (dexametasona, 

citaribina de alta dosis, y cisplatina) ; ESHAP (etopôsido, 

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, y cisplatina) 

CEPP (B) (ciclofosfamida, etopósido, procarbazina, 

prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona, 

citarabina, - y prednisona); y GyP-i (ciclofosfamida, 

vincristina, y prednisona) 

En una modaiLidad preferida, la composición 

terapØuticamente efectiva del anticuerpo citotóxico anti-

CD22 de fÆrmaco conjugado se administra previo a la 

administración de una o mÆs de las composiciones anteriores 

de fÆrmacos citotôxicos. En otra modalidad preferida la 
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cornposicion terapØuticamente elective del conjugado 

citotóxico de anticuerpo anti-CD22 y fÆrmaco se administra 

posterior a una o mÆs de las combinaciones anteriores de 

fÆrmacos citotóxicos como parte de un regimen de 

tratamiento. 

Otro aspecto de la invenciÆn se dirige a un mØtodo de 

tratamiento de linfomas agresivos que comprende administrar 

un paciente que necesita del tratamiento, una composición 

terapØuticamente elective de un conjugado de anticuerpo 

CD22 derivado de caliqueamicina moriomØrica junto con Santi- 

uno o mÆs agentes bioactivos. 

Todavia otro aspecto de la presente invención se 

dirige al uso de la composición de la invención, en el 

tratamiento de un sujeto con un trastorno proliferativo tel 

como ci cancer. En particular, ci cancer es una malignidad 

de las cØlulas B que expresa el antigeno CD22 en la 

superficie celular. En particular la malignidad de cØlulas 

B es una leucemia o un linfoma. En una modalidad, el cancer 

Ses carcinoma o una leucemia. 

En una modalidad, la dosis terapØuticamente elective 

de la composición se administra subcutÆneamente, 

intraperitonealmente, intravenosamente, intraarterialmente, 

intramedularmente, intratecalmente, transdermalmente, 

transcutÆneamente, intranasalmente, tôpicamente, 

enteralmente, intravaginalmente, sublingualmente o 

rectaimente. 

En una modalidad preferida la dosis terapØuticamente 

efectiva de la composiciôn farmacØutica de la invención se 

administra intravenosamente. 

Otro aspecto de la invención se dirige al uso de un 

conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado de 
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caliqueamicina monomØrico de la presente invención, pare 

uso en el tratamiento de un sujeto con una malignidad de 

cØlulas B tal como el linfoma No Hodgkin. En una modalidad 

el norijugado de anticuerpo/anti-CD22 derivado de 

calLiqueamicina monomØrica de la presente invención se 

administra con uno o mØs agentes bioactivos. 

En una modalidad, los agerites bioactivos se 

selecciorian de un grupo que consiste de anticuerpo, 

factores de orecirniento, hormonas, citocinas, antihorrnonas, 

xantinas, interleucinas, interferones, y fªrmacos 

citotóxicos. 

En una modalidad, preferida el agente bioactivo es un 

anticuerpo dirigido contra un antigeno de superficie 

celular expresado en las malignidades de cØlulas B tales 

como anticuerpos anti-CD19, anti-0D20 y anti-CD33. En una 

modalidad preferida el anticuerpo anti-CD20 as rituximab 

(RituxanTM) 

En otra modalidad los egentes bioactivos incluyen 

citocinas o factores de crecimiento tales coma interleucina 

2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y GCSF u hormones qua incluyen 

estrÆgenos, andrógenos, progestiLnas y corticosteroides. 

En otra modalidad el agente bioactivo es un fÆrmaco 

citotóxico seleccionado de doxorubicina, daunorubicina, 

idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona, 

epirubiciria, carubicina, riogalamicina, menogaril, 

pitarubicina, vairubicina, citarabina, gemcitabina, 

trifluridina, ancitabina, enocitabina, azacitidina, 

doxifluridina, pentostatina, broxuridina, capecitabina, 

cladribina, decitabina, floxuridina, fludarabina, 

gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina, adriamicina, 

cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida, dacarbazina, 
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vinblastina, vincristina, mitoxantrona, bleomicina, 

mecloretamina, prednisona, procarbazina, metotrexato, 

flurouracilos, etopósido, taxol, anÆlogos de taxol, y 

rnitomioina. 

En una modalidad preferida, la dosis terapØuticamente 

efectiva del conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado 

monomØrico de caliqueamicina se administra junto con una o 

mØs combinaciones de agentes citotóxicos como parte del 

regimen del tratamiento, en donde la oombinación de agentes 

oitotóxicos se selecciona de CHOPP (ciclofosfamida, 

doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina) 

CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y 

prednisona) ; COP (ciclofosfamida, vincristina, y 

prednisona); CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina 

procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona) ; M-

BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina, 

ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorin); 

ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina, 

ciclofosfamida, etopósido, leucovorin, mecloetamina, 

vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM 

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, 

etopósido, leucovorin, citarabina, bleomicina, y 

Ł vincristina) ; MACOP-B (metotrexato, doxorubicina, 

ciclofosfamida, vincristina; prednisona, bleomicina, y 

leucovorin) ; MOPE (mecloetamina, vincristina, prednisona, y 

procarbazina) ; ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, 

vinblastina, y dacarbazina) ; MOPP (mecloetamina; 

vincristina, prednisona y procarbazina) alternando con ABV 

(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y vinblastina); MOPE 

(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) 

alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, 
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vinbiastina, y dacarbazina) ; CHIVPP (clorambucil, 

vinbiastina, procarbazina, y prednisona); IMVP-16 

(ifosfamida, metotrexato, y etopÆsido); MIME (metil-gag, 

ifosfamida, metotrexato, y etopósido) ; DHAP (dexametasana, 

citaribina de alta dosis, y cisplatina) ; ESHAP (etopósido, 

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, y cisplatina) 

CEPP (B) (ciclofosfamida, etopósido, procarbazina, 

prednisona, y bleomicina) ; CAMP (lomustina, mitoxantrona, 

citarabina, y prednisona) ; CVP-1 (ciclofosfamida, 

vincristina, y prednisona), ESHOP (etopósido, 

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, vincristina y 

cisplatina) ; EPOCH (etopôsido, vincristina, y doxorubicina 

par 96 horas con dosis de bola de ciclofosfamida y 

prednisona oral), ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y 

etopôsido) , CEPP (B) (ciclofosfamida, etapósido, 

procarbazina, prednisona, y bleomicina) , CHOP-B. 

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, y 

bleomicina, CEPP-B (ciclofosfamida, etopósido, 

procarbazina, y bleomicina, y P/DOCE (epirubicina o 

doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona) 

En una modalidad preferida, el conjugado de anticuerpo 

anti-CD22/derivado monomØrico de caligueamicina se 

administra previa a la administración de una a mÆs 

combinaciones de agentes citotÆxicos coma parte de un 

regimen de tratamiento. 

En otra modalidad preferida la dosis terapØuticamente 

efectiva de un conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado 

monomØrico de caliqueamicina se administra posterior a la 

administración de una a mÆs combinaciones de agentes 

citotóxicos como parte de un regimen de tratamiento. 

TodavIa en atra modalidad preferida, la dosis 
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terapØuticamente efectiva del conjugado de anticuerpo anti-

CD22/derivado monomØrico de caliqucamicina se administra 

junta con un anticuerpo dirigido contra un antIgeno de 

superficie oelular en maiLignidades de cØlulas B, y 

comprende opcionalmerite una o mÆs combinaciones de agentes 

citotÆxicos coma parte de un regimen de tratamiento. 

En otro aspecto, la invención Se dirige al usa de un 

conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado monomØrico de 

caliqueamicina de la presente invención, en la fabricaciôn 

de un medicamento pare el tratamiento de un trastorno 

is proliferativo. Tel medicamento se puede usar pare tratar 

trastornos proliferativos de cØlulas B ye sea solos o en 

combinacidn con otros agentes bioactivos. 

Breve Descripción de Las Figuras 

La figura 1 muestra la secuencia de aminoÆcidos de los 

CDR de anticuerpo monoclonal de ratón 5/44 (SEQ ID NOS:l a 

6). 

La figura 2 muestra la secuencia de ADN y de protelnas 

de la variable de cadena ligera (VL) que es el dominio del 

anticuerpo monoclonal de ratôn 5/44. 

La figura 3 muestra la secuencia completa del dominio 

variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo monoclonal de 

ratón 5/44. 

La figure 4 muestra la estrategia de separacióri del 

sitio de glicosilaoión y lisina reactive en CDR-H2. 

La figura 5 muestra el diseæo de injertos para la 

secuencia de cadena ligera 5/44. DPK-9 es la secuencia de 

estructura del aceptor de la linea germinal humane. Las 

lineas verticales indican las diterencias entre los 

residuos humanos y de ratón. Las secuencias subrayadas 
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indican residuos del donador que se han retenido en el 

injerto. Los CDR se indican en letras itÆlicas en negritas 

(no se muestra para DPK-9) . El injerto gLi tiene 6 residuos 

de estructura del donador, gL2 tiene 7. 

La figura 6 muestra el diseæo de injertos para la 

secuencia de cadena pesada 5/44; DP7 es la secuencia de 

estructura del aceptor de lInea germinal humane. Las lineas 

verticales indican diferencias dentro de los residuos 

humanos y de ratón. Las secuencias subrayadas indican los 

residuos del donador que han sido retenidos en el injerto. 

ILos CDR se indican en itÆlioas, las letras en negritas (no 

se muestran pare DP7) . Los injertos gH4 y gH6 tienen 6 

residuos de estructura del donador. Los injertos gH5 y gH7 

tienen 4 residuos de estructura del donador. 

La figura 7 muestra el mapa del vector pMRR14. 

La figura 8 muestra el mapa del vector pMRR1O.l. 

La figure 9 muestra los resultados del ensayo Biacore 

de los mutantes quimØricos 5/44. 

La figure 10 muestra los oligonucleôtidos pare los 

ensambles de genes 5/44 gHl y GL1. 

La Figure 11 muestra el mapa de plÆsmidos del vector 

intermediario pCR2.1 (544gHl) 

La figura 12 muestra el mapa de plÆsmidos del vector 

intermediario pCR2.1 (544gLl) 

La figura 13 muestra los casetes de oligonucleótidos 

utilizados pare hacer injertos adicionales. 

La figura 14 es una grØfica que muestra un ensayo de 

competiciôn entre un anticuerpo 5/44 de ratdn etiquetado 

fluorescentemente y variantes injertadas. 

La figure 15 es una grÆfica que muestra un ensayo de 

competicidn entre un anticuerpo 5/44 de ratdn etiquetado 
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fluorescentemente y variantes injertadas. 

La figura 16 muestra el ADN completo y la secuencia de 

proteinas de las cadenas iigeras y pesadas injertadas. 

La figura 17 as una representación esquemÆtca de un 

conjugado de DMH de caliqueamicina con anticuerpo NAc-

gamma. 

La figura 18 as una grÆfica que muestra ci efecto de 

CMC-544 en ci crecirriiento de linfoma de cØlulas B RAMOS. 

La figura 19 as una grÆfica que muestra ci efecto de 

CMC-544 en linfomas grandes de cØlulas B en un modelo de 

xenoinjerto in viva en ratones descubiertos. 

La figura 20 es una grÆfica qua compare los efectos de 

CMC-544 hecho con ci proceso de conjugacidn CMA-676 y el 

proceso de conjugación CMC-544 en ci crecimiento del linfoma 

RL. 

La figura 21 as una grÆfica que muestra ci linfoma RL 

tratado con rituximab (RituxanTM) que es susceptible a 

tratamiento con CMC-544. 

La figura 22 es una grÆfica que muestra ci efecto de 

rituximab (RituxanTM) en ci efecto citotóxico de CNC-544. 

La figura 23 as una grÆfica qua muestra el efecto de 

CMC-544, rituximab (Rituxan TM) , y OMA-676 en la supervivencia 

de ratones SOlD con un linfoma temprano diseminado RAMOS B. 

La figure 24 es una grÆfica que muestra el efecto de 

CMC-544, rituximab (RituxanTM), y OMA-676 en la supervivencia 

de ratones SCID con un linfoma tardia diseminado RAMOS B. 

La figura 25 as una grÆfica que muestra el efecto de 

CMC-544, rituximab (RituxanTM), y CMA-676 en la supervivencia 

de ratones SOlD con linfoma tardio diseminado RAMOS B. 

La figura 26 es una grÆfica que muestra el efecto de 

CMC-544, rituximab (Rituxan TM) , y OMA-676 en la 
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supervivencia de ratones SOlD con linfoma tardIo 

diseminado RAMOS B. 

La figure 27 es una grÆfica quo muestra el efecto de 

CMC-544, rituximab (RituxantTM), y CMA-676 en la 

supervivencia de ratones SCID con linfoma tardlo diseminado 

RAMOS B. 

La figura 28 es una grÆfiLca que muestra la actividad 

anti -tumor CMC-544 con y sin rituximab (RituxanTM) sobre un 

linfoma que no es Hodgkin RL. 

La figure 29 es una grÆfica que muestra la actividad 

Santi-tumor de CMC-544 y CHOP en un linfoma RL que no es 

Hodgkin. 

Descripción Detallada de la Invención 

Los conjugados de la presente invención comprenden un 

fÆrmaco citotóxico derivado con una ligadura que incluye 

cualquier grupo reactivo que reacciona con un portador 

proteinico para former un conjugado portador proteinico 

derivado de un fÆrmaco citotóxico. Especificamente, los 

Sconjugados de la presente invenoiôri comprenden un fArmaco 

citotóxico derivado con una ligadura que incluye cualquier 

grupo reactivo que reacciona con un anticuerpo usado como 

un portador proteinico, pare former un conjugado de 

anticuerpos de fÆrmacos citotôxico. Especificamente el 

anticuerpo reacciona contra un antigeno do superficie 

celular en malignidades de cØlulas B. Se describe a 

continuación un proceso mejorado pare la elaboración y 

purificación de tales conjugados. El uso de cosolventes en 

particular, aditivos y condiciones de reacciôn especificas 

junto con el proceso de separación, resulta en la formación 

de un conjugado de anticuerpo/derivado de fÆrmaco 
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citotóxico monomØrico con una reducción importante en ci 

LCF. La forma monomØrica, opuesto a la forma agregada tiene 

un valor terapØutico importante y rninimiza el LCF y reduce 

substancialmente los resultados de agregación en is 

utiiización en el material de partida de anticuerpos en una 

forms terapØuticamente significativa al evitar qua el LCF 

compita con una fracción mØs altamarite conjugada (HCF) 

I. PORTADORES 

Los agentes portadores/objetivo de is presente 

invención son preferiblemente agentes portadores/objetivo 

protelnicos. Se iricluyen como agentes 

portadores/proteinicos las hormonas, factores de 

crecimiento, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, 

imitaciones de anticuerpos y sus contrapartes preparadas 

por irigenieria genØticamente o enzimÆticamente, referidas 

de aqul en adeiLante o singularmente como un grupo de 

portadores. La propiedad esencial de un portador as su 

capacidad de reconocer o enlazarse a un antigeno o receptor 

asociado con cØlulas indeseables a interiorizarse 

posteriormente. Los ejemplos de portadores que aplican en 

la presente invención se describeri en is patente dc E.U.A 

No. 5,053, 394, que se incorpora en is presente en su 

totalidad. Los portadores preferidos para su uso en is 

presente invención son anticuerpos e imitadores de 

anticuerpos. 

Se han utilizado diversos andamiajes de proteirias qua 

no son de inmunogiubulina, para generar imitaciones de 

anticuerpo que se erilazan a epitopos antigenicos con la 

especificidad de un anticuerpo (publicaciôn PCT No. WO 

00/34784) . Por ejemplo, un andamiaje de vminicuerpof que se 
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relaciona con el pliegue de inmunoglobulina se ha diseæado 

al suprimir tres hebras beta de un dominio variable de 

cadena pesada de uria anticuerpo monoclonal (Tramontano et 

al., J. Mci. Recognit. 7:9, 1994). Esta protelna incluye 61 

residuos y se puede usar para presentar dos circuitos 

hipervariables. Estos dos circuitos han sido aleatorizados 

y seieccionados los productos pare enlace de antigenos, 

pero hasta ahora la estructura parece estar de alguna forma 

lirnitada en utilidad debido a los problemas de solubilidad. 

Otra estructura utilizada para despiegar circuitos es un 

Stendamistat, una proteina qua inhibe espeolficamente las 

alfa amilasas de mamIferos y es un interoalado de lÆmina 

beta de 6 hebras y 74 residuos que se mantienen junto con 

dos enlaces bisulfuro (McConnell and Hoess, J. Mci. Bid. 

250: 460,1995) Este andamiaje inciuye tres circuitos parc 

haste la fecha, solamente se han examinado dos de estos 

circuitos para un potencial de aleatorización. 

Se han probado otras proteInas como estruoturas y se 

han utilizado para desplegar residuos aleatorios en 

Ssuperfioies de hØlice alfa (Nord et al., Nat. 

15: 772, 1997; Nord et al., Protein Eng. 8: 601, 1995), 

circuitos entre las hØlices alfa en los conjuntos de 

hØlices alfa (Ku and Schutz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 

6552, 1995), y circuitos limitados por puerites de bisulfuro 

Ł tales como aquelios de los inhibidores de proteasa pequeæos 

(Markiand at al., Biochemistry 35: 8045,1996; Markiand et 

al., Biochemistry 35: 8058, 1996; Rottgen and Collins, Gene 

164; 243,1995; Wang at al., J. Bid. Chem. 270: 12250, 

1995) 

Ejemplos de los portadores de anticuerpos que se 

pueden usar en la presente invención incluyen anticuerpos 
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monoclonales, anticuerpos quirnØricos, anticuerpos 

humanizados, anticuerpos humanos, y fragrnentos 

biológicamente activos de los mismas. Preferiblemente tales 

anticuerpos se dirigeri contra los antlgenos de superficie 

celular expresados en cØlulas y/o tejidos objetiva en 

trastornos proliferativos tales como cancer. Ejemplos de 

los anticuerpos especIficos dirigidos contra antigenos de 

superficie celular en cØlulas objetivo incluyen sin 

limitación, anticuerpos contra el antigeno 0D22 que se 

sobreexpresa en la mayoria de los linfomas de cØlulas B, 

G5/44, una forma humanizada de una anticuerpo monoclonal 

anti -0D22 murino, anticuerpos contra el antIgeno de 

superficie de cØlulas CD33, que prevalece en ciertos 

tumores mieloides humanos especialmente leucemia mieloide 

aguda hP67.6, una forma humanizada de anticuerpo murino 

anti-CD33 (ver patente de E.U. No. 5,773,001); un 

anticuerpo contra el antIgeno PEN que se encuentra en 

muchos tumores de origen epitelial designado mP67.6 (ver I. 

D. Bernstein et al., J. Olin. Invest. 79: 1153 (1987) y I. 

D. Bernstein et al., J. Irnmunol. 128: 867-881 (1992)); y un 

anticuerpo humanizado contra el antIgeno de carbohidrato de 

Lewis y sobreexpresedo en muchos tumores sólidos designadas 

coma hu3S193, (ver patente de E. U. No 6,310, 185 BI) 

demÆs existen varios anticuerpos comercialmente 

dispanibles tales como rituximab (RituxanTM) y trastuzumab 

(Herceptin TM) , qua tambiØn se pueden usar coma agerites de 

direccionamiento/portadores. Rituximab (RituxanTM) es un 

anticuerpo quirnØrico anti-0O20 usado para el tratamiento de 

diversos linfomas de cØlulas B y trastuzumab (HerceptinTM) 

es una anticuerpo humanizado anti-Her2 usado pare tratar el 

cancer de mama. 
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Se ejemplifica para su usa en la presente coma un 

portador en la presente invención, una malØcula de 

anticuerpo humanizado injertado con CDR dirigido contra el 

antigeno de superficie celular CD22, designado coma G5/44. 

Este anticuerpo es una forma humanizada de un anticuerpo 

monoclonal murino que se dirige contra el antigeno de 

superficie celular anti-CD22 que es frecuente en ciertos 

linfomas humanos. El tØrmino "una molØcula de anticuerpos 

injertada con CDR" coma se use en la presente se refiere a 

una molØcula de anticuerpo en donde la cadena ligera y/o 

Spesada contiene una o mÆs regiones determinantes de la 

complementariedad (CDRS) que incluyen si se desea un CDR 

modificado (de aqul en adelante CDR) a partir de un 

anticuerpo donador (par ejemplo, un anticuerpo monoclonal 

murino) injertado en una estructura de regiÆn variable de 

cadena ligera y/o pesada de un anticuerpo aceptor (par 

ejemplo, un anticuerpo humano) . Preferiblemente tal 

anticuerpo injertado con CDR tiene dominio variable que 

comprende regiones de estructura del aceptor humanas asi 

coma uno o mÆs CDR del donador antes referidos. 

Cuando Se injertan los CDR, se puede usar cualquier 

region variable del aceptor adecuada en una secuencia de 

estructura que tenga referenda al tipo/clase del 

anticuerpo del donador a partir del cual se derivan los CDR 

incluyendo regiones de estructura humanas de primates y de 

ratón. Ejemplos de las estructuras humanas que se pueden 

usar en la presente invención son KOL, NEWM, REI, EU, TUR, 

TEl, LAY y PON (Kabat et al. Seq. of Proteins of Imrnunal. 

Interest, 1: 310-334 (1994)). Par ejemplo, KOL y NEWN se 

pueden usar para la cadena pesada REI se puede usar para la 

cadena ligera y EU, LAY y POM se puede user pare la cadena 
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ligera y pesada. 

En un anticuerpo injertado con CDR con la presente 

invencidn se puede usar como un anticuerpo aceptor uno que 

tengan cadenas que sean homólogas a las cadenas del 

anticuerpo donador. Las cadenas ligera y pesada del aceptor 

no necesariamente necesitan derivarse del mismo anticuerpo 

y pueden si se desea, comprender cadenas compuestas que 

tengan regiones de estructura derivadas de cadenas 

diferentes. 

TambiØn en un anticuerpo injertado con CDR de la 

presente invencidn, las regiones de estructura no necesitan 

tener exactamente la misma secuencia que aquellas del 

anticuerpo aceptor. Por ejemplo, se pueden cambiar los 

residuos no usuales a residuos que se presentan mÆs 

frecuentemente pare esa clase o tipo de cadena del aceptor. 

Alternativamente, los residuos seleccionados en las 

regiones de estructura del aceptor se pueden cambiar de 

manera que correspondan al residuo encontrado en la misma 

posición en el anticuerpo del donador, o a un residuo que 

tiene una substitución conservadora pare el residuo que se 

encuentra en la misma posición en el anticuerpo del 

donador. Tales cambios se deben manterier en un mInimo 

necesario pare recuperar la afinidad del anticuerpo 

donador. tin protocolo pare la selección de residuos en las 

regiones de estructura del aceptor que se puede necesitar 

cambiar se establece publicación PCT No. WO 91/09967, que 

se incorpora aqul en su totalidad. 

Los residuos del donador son residuos del anticuerpo 

donador esto es, el anticuerpo a partir del cual se 

derivaron originalmente los CDR. 

El anticuerpo de la presente invención puede 
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comprender una cadena pesada en donde el dominio variable 

comprende coma CDR-H2 (coma se define por Kabat et al., 

(supra)) un H2’ en el cual se ha retirado una secuencia del 

sitia del glicosilaciôn potencial con objeto de incrementar 

la afinidad del anticuerpo para el antigeno. 

Alternativa o adicionalmente, el anticuerpo de la 

presente invención puede comprender una cadena pesada en 

donde el dominio variable comprende como CDR-H2 (como se 

define par Kabat et al., (supra)) un H2’ en ci cual un 

residuo de lisina estÆ en la posición 60. Este residuo de 

Slisina que se localiza en una posición expuesta dentro de 

CDR-H2, y se considera que tiene ci potencial para 

reaccionar con los agentes de canjugación que resulta en 

una reducción de afinidad de enlace del antIgeno, se 

substituye con un aminoÆoido alternativo. 

Adicionalmente ci anticuerpo de la presente irivención 

puede comprender una cadena pesada en donde el dominio 

variable comprende coma CDR-H2 (coma se define par Kabat et 

al., (supra)) un H2" en ci cual tanto en la secuencia del 

sitia de glicosiiación potencial coma el residue de lisina 

en la pasicidn 60, se substituyen con aminoÆcido 

alternativos. 

El anticuerpo de la presente invención puede 

comprender: un anticuerpo completo que tengan cadenas 

ligeras y pesadas desde longitud completa; un fragmento 

bioiógicamente activo del mismo tal coma Fab, madificado 

Fab, fragmento Fab’, F(ab’)2 a F’v; un monómera a dImero de 

cadena pesada a ligera a un anticuerpo de cadena sencilla 

par ejempla, un Fv de cadena sencilla en el cual los 

dominias variables de cadena ligera y pesada se unen par 

una ligadura de pØptidos. Similarmente, las regiones 
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variables de cadena ligera y pesada se pueden combiner con 

otros dominios de anticuerpo como sea adecuado. 

El anticuerpo de la presente invención tambiØn puede 

incluir un fragmento Fab modificado en donde la 

modificación es la adioiôn de uno o mÆs aminoÆcidos pare 

permitir la colocación de una molØcula reportera a efectora 

al extremo de la terminal C de su cadena pesada. 

Preferiblernente los aminoÆcidos adicionales forman una 

region de articulaciOn modificada que contiene uno a dos 

residuos de cisteIna a los cuales la molØcula reportera a 

del efector se pueden colocar. 

Los dominios de region constante del anticuerpo de la 

presente invención si estÆn presentes, se pueden 

seleccionar haciendo referencia a a la función propuesta 

del anticuerpo, y en particular a las funciones del efector 

que puedan o no requerirse. Por ejemplo los dominios de 

regiOn constante pueden ser dominios humanos IgA, IgD, IgE, 

IgG a 1gM. En particular los dominios de region constante 

IgG humanos se pueden user especialmente los isotipos IgGi 

y IgG3, cuando el anticuerpo se pretende pare usos 

terapØuticos y se requieren las funciones del efector de 

anticuerpos. Alternativamente, los isotipos IgG2 y IgG4 se 

pueden user o se pueden muter la region con IgGi Fc para 

suspender la función del efector cuando se pretenda el 

anticuerpo para propOsitos terapØuticos y las funciones del 

efector de anticuerpos no se requieran a Sc deseen. 

El anticuerpo de la presente invenciOn tiene una 

afinidad de enlace de al menos 5x1O N, preferiblemente al 

menos 1x109 M, mØs preferiblemente al menos 0.75x1010 M, y 

mÆs preferiblemente al menos 0.5x101-0 N. 

En una modalidad, la presente invención se refiere a 



conjugados de inmunotoxinas y mØtodos para la elaboración 

de estos conjugados, usando variantes de anticuerpos o 

imitaciones de anticuerpos. En una modalidad preferida las 

variantes del anticuerpo de la presente invención se 

dirigen contra CD22 y despliegan una afinidad mejorada con 

CD22. Tales variantes se pueden obtener par diversos 

protocolos de maduración de afinidad que incluyen la 

mutación de los CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254, 392-

403, 1995), mezclado de cadenas (Marks et al., 

Bio/Technology, 10, 779-783, 1992) , usa de cepas mutadoras 

de E.colLi (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), 

rnezolado de ADN (Patten at al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 

724-733,1997), despliegue de fago (Thompson et al., J. Mol. 

Bid., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual (Crameri at al., 

Nature, 391, 288-291, 1998) 

Se puede user cualquier sistema de vector/cØlula 

hospedadora adecuada para la expresión de secuencias de ADN 

que codifiquen el portador que incluyen los anticuerpos de 

la presente invención. Sc pueden usar sistemas bacterianos 

par ejemplo E.coli y otros sistemas microbianos, en parte, 

para la expresiÆn de fragmentos de anticuerpos tales coma 

los fragmentos Feb y F (ab’)2, y especialmente fragmentos 

Fv y fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla, par 

ejemplo Fvs de cadena sencilla. Se pueden user sistemas de 

expresión eucarióticos de cØlulas hospedadoras, par 

ejemplo, de mamIferos pare la producción de anticuerpos 

mayores qua incluyen molØculas de anticuerpos completas. 

Las cØlulas hospedadoras de mamIferos adecuadas incluyen 

CHO, cØlulas de micloma, cØlulas de levadura, cØlulas de 

insectos, cØlulas de hibridoma, cØlulas NSO, VERO o PER C6. 

Los sistemas de expresión adecuados tambiØn incluyen 
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animales y plantas transgØnicas. 

IT. AGENTES TERAPEUTICOS 

Los agentes terapØuticos adecuados pare su uso en la 

presente invención, son fÆrmacos citotóxicos que inhiben o 

fragmentan la polimorización do tubulina, agentes do 

aiLquilación quo so enlazan y fragmentari el ADN y agentes 

que inhiben la sIntesis do proteinas o protelnas celulares 

esenciLales tales como protelna cinasas, enzimas, y 

ciclinas. Ejemplos de tales ejemplos citotóxicos incluyen 

parc no se limi.tan a tiotepa, taxanos, vincristina, 

daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, actinomicina, 

autrarnicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifen, 

idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hernias terlinas, 

caliqueamicinas, esperarnicinas y maitansinoides. Los 

fÆrrnacos citotóxicos preferidos son las caliqueamicinas que 

son un ejemplo do los antibióticos antitumor do trisulfuro 

de metilo. Los ojemplos de las caliquearnicina adocuadas 

para su usa en is presente invención, se describen par 

ojomplo, en la patente do E.U. No. 4,671,958; patente do 

E.U. No. 4,970,198, patente de E.U. No. 5,053,394, patente 

do E.U. No. 5,037,651; y patente de E.U. No. 5,079,233, que 

se incorporan aquI en su totalidad. La caliqueamicinas 

preferidas son los derivados do caliqueamicina gamma o los 

dorivados do N acetil gamma caliquesmicina. 

III. CONJUGADOS DE DERIVADO/PORTADOR DE FARMACO CITOTOXICO. 

Los conjugados do la presente invenciÆn tienen la 

formula Pr (XW)m en donde: 

Fr es un portador protelnico, 

X es un enlace que comprende un producto de cualquier 
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grupo reacLivo que pueda reaccionar con un portador 

proteinico 

W es el fÆrmaco citotóxico; 

m es la carga promedio para un producto de conjugación 

tal coma la caliqueamicina que constituye 4-10% del 

conijugado en peso y 

(-XW)m es un fÆrmaco citotóxico 

Preferiblemente, X tiene la formula 

(CO-Alk’ -SP’ -Ar -Sp’- A1k2 -c (Z’) Q -Sp) 

en donde 

Alk’ 
y 

A1k2 es independlentemente un enlace o una 

cadena ramificada 0 no ramificada de (C,-C,) aiquileno; 

Sp’ es un enlace, -S-, -0-, -CONH-, -NHCO-, -NR’-, -N 

(CH2CH2)2N-, a -X-Ar’ -Y- (CH2) -Z en donde X, Y, y Z es 

independientemente un enlace, -NR’-, -S-, 0 -0-, con la 

condiciôn de qua cuando n=0, entonces al menos uno de Y y Z 

debe ser un enlace y Ar’ es 1,2-, 1,3-, a 1,4-fenileno 

opcionalmente sustituido con uric, dos, tres grupos de (C,-

05) aiquilo, (C,-C4) alooxi, (0,-C4) tialooxi, halógeno, 

nitro, -000R’, -CONHR’, -(CH2)C00R’, -S(CH2)CO0R’, - 

0(CH2)C0NHR’, a -S(CH2)CONHR’, con la oondiciOn de qua 

cuando A1k1 es un enlace, Sp’ es un enlace; 

n es un entero desde 0 hasta 5; 

R’ es una cadena ramificada a no ramificada (C,-05) 

opcionalmente sustituida par uno a dos grupos de -OH, (C, -

C4) alcoxi, (0,-C4) tioalcoxi, halôgeno, nitro, (0,-C3) 

dialquilamino, a (C,-C3)trialquilamonio -A deride A- es un 

anion farmacØuticamente aceptable qua completa una sal; 

Ar as 1,2-, 1,3-, a 1,4-fenuleno opcionalmente 

sustituido con uno, dos, a tres grupos de (C,-06)alquilo, 

(C,-05) alcoxi, (C-C4)tioalcoxi, halógeno, nitro, -CO0R’, -
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CONHR’, -O(CH2)COOR’, --S(CH2)COOR’, -O(CH2)CONHR’, o -s

(CH2)CONHR’ en donde ri y R’ son come se definieron hasta 

aqul o un 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-, 

2,6-, o 2, 7-naftilideno o 

con cada naftilideno o fenotiazina opcionalmente 

substituido con uno, dos, tres o cuatro grupos de (C1 -C6) 

alquilo, (C1-05) alcoxi, (C1 -C4) tioalcoxi, halógerio, nitro, 

-00CR’, -CCNHR’, -0(CH2)C00R’, -S(CH2)C00R’, o -S(CH2) 

O0NHR’ en donde n 
y

R’ son como se definen arriba, con la 

condición de que cuando Ar es fenotiazina, Sp1 es un enlace 

solo unido a nitrógeno ; 

Sp2 as un enlace, -5-, o -0-, con la condición de que 

cuando A1k2 es un enlace, Sp2 es un enlace; 

zi es H, (Cl-Os) aiquilo, o fenilo opcionalmente 

sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C1-05) aiquilo, 

(01-05) alcoxi, (01-04) tioalcoxi, halógeno, nitro, -000R’, 

-0NHR’, -o (OH2) C00R’, -s (OH7) C00R’ -o (OH2) O0NHR’, o -

S(OH2)CONHR’ en donde n y R’ son como se define arriba; 

Sp es un radical divalente o trivalente (01-018) de 

cadena rarnificada, radical aril o heteroarilo divalente o 

trivalente radical, radical divalente o trivalente (C3-018) 

cicloalquilo o heterocicloalquilo radical divalente o 

trivalente aril- o heteroaril-arilo(C1-C18), radical 

divalente o trivalente cicloalquil- o heterocicloalquil-

aiquilo (C1 -C8) o radical divalente o trivalente (C2 -C18) no 

saturado aiquilo, en donde heteroarilo es preferiblemente 

furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, 

metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, quinolilo, 
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isoquinalila, N-metilcarbazoilo, aminocumarinilo, a 

fenazinilo y en donde si Sp es un radical trivalente, Sp 

puede estar adicionalmente substituido par (01-05) 

dialqu–lamino inferior, (C -C) alcoxi inferior, hidroxi, a 

grupos (C:  -C) alquiltio inferior; y 

Q es =NHNCO-, =NHNCS-, =NF{NCONR-, NHNCSNH-, 0 =NHO-. 

Preferiblemente, Alk’ es una cadena ramificada a no 

ramificada (C, -C10) alquileno; Sp’ es un enlace, -S-, -0-, - 

CONH-, -NHCO--, a -NR’ en donde R’ es coma se definió hasta 

aquI, con la condición de que cuando Alk’ es un enlace, SP’ 

es un enlace; 

Ar es 1,2-, 1,3-, a 1,4-fenileno opcionalmente 

sustituido con uno, dos a tres grupos de (C,-C6) aiquilo, 

(C1-05) alcoxi, (01-C4) tioalcoxi,, halógena, nitro, -COOR’, 

-CONHR’, -0(CH2)CO0R’ -S(0H2)N000R’ -0(CH2)CONHR’, a - 

S(CH2)C0NHR’ en donde n y R’ son coma se definiO hasta 

aquI, o Ar es un 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 

2,3-, 2,6-, a 2,7--naftilideno cada uria opcionalmente 

sustituido con uno, dos, tres, a cuatro grupos de (C,-05) 

aiquilo, (Cl-Cs) alcoxi, (01-04) tioalcoxi, halógeno, nitro, 

-COOR’, -CONHR’, -0(CH2)COOR’, -S(CH2)N000R’, - 

0(CH2)CONHR’ 0 -S(CH2)CONHR’ 

Z’ es (Cl-05) aiquilo, a fenila opcionalmente 

sustituido con uno, dos a tres grupos de (CI -05) aiquilo, 

(0,-C4) alcoxi, (01-04) tiaalcoxi, halôgeno, nitro, -000R’, 

--CONHR’, -0(CH2)C00R’, -S(CH2)C00R’, -0(CH2)C0NHR’, a - 

S(OH2)C0NHR’; Al k2 y Sp2 son juntos un enlace; y Sp y Q son 

coma se definió irimediatamente arriba. 

La patente de E.U. No. 5,773, 001, que se incorpora 

aqui en su totalidad, describe enlaces que se pueden usar 

con derivados nucleofilicos, particularmente hidrazidas y 
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nucleófilos relacionados preparados a partir de las 

caliqueamicinas. Estas ligaduras son especialmente itiles 

en donde una mejor actividad se obtiene cuando ía ligadura 

formada entre en fÆrmaco y el enlace es hidrolizable. Estas 

ligaduras contienen dos grupos funcionales. Un grupo 

tIpicamente es un Æcido carboxilico que se utiliza pare 

reaccionar con el portador. El grupo funcional Æcido cuando 

se activa adecuadamente, puede former una ligadura de amida 

con un grupo emma libre del portador tel como por ejemplo, 

ía amida en ía cadena lateral de una lisina de un 

anticuerpo u otro portador protelnico. El otro grupo 

funcional comünmente es un grupo carbonilo, esto es, un 

aldehido o una acetona que reaccionarÆ con el agente 

terapØutico modificado adecuadamente. Los grupos 

carbonilo pueden reaccionar en un grupo hidrazida en el 

firmaco para formar una ligadura de hidrazona. Esta 

ligadura se hidroliza lo que permite ía liberación del 

agente terapØutico del conjugado despuØs de enlazarse a las 

cØlulas objetivo. 

Dentro de las ligaduras bifuncionales preferidas 

dentro de ía presente invencidn se encuentran: 

1) Acido 2-(4-formilfenoxi) acØtico, 

2) Acido 4-formilbenzoico, 

3) Acido 2-(4-forrnil-3--metox.ifenoxi) acØtico, 

4) Acido 6-formil-2--naftoico, 

5) Acido 3-(4-(2-oxoetoxi)fenil)propanoico, 

6) Acido 3-(2--oxoetoxi)benzoico, 

7) Acido 4-(4--acetilfenoxi) butanoico, 

8) Acido 4-(3-formilfenoxi) butanoico, 

9) Acido 4-(4-formilfenoxi) butanoico, 

10) Acido 4-(4-acetil-2-metilfenox–) butanoico, 
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11) Acido 4-(4-acetil--2-metoxifenoxi) butanoico, 

12) Acido 3-(4-formilfenil) propanoico, 

13) Acido 4-(5-formil--2,3-dimetoxifenoxi) butanoico, 

14) Acido 4-(4-aoetil-2,6-dimetoxifenoxi) butanoico, 

15) Acido 4-(4-acetil-2-metoxifenoxi) butanoico, 

16) Acido 4-(4-(3-oxobutil)fenoxi) butanoico, 

17) Acido 4-(2-acetii-5-metoxifenoxi) butanoico, 

18) Acido 4-(4-(3-oxopropii)fenoxi) butanoico, 

19) Acido 4-(4-aoetilfenil) butanoico, 

20) Acido 4-(2-acetiinaftalen-1-iloxi) butanoico, 

21) Acido 4-(4--(4-fluorobenzoil)ferioxi) butanoico, 

22) Acido 5-(4-4-acetilfenil)piperazin-1-ii) 

pentanoico, 

23) Acido 11-(4-acetilfenoxi) undecanoico, 

24) Acido 5-(4-acetilfenilamino)-5-oxopentanoico, 

25) Acido 4-(2--cioro--4-formilfenoxi) butanoico, 

26) Acido 4-(4-acetil-2-(metoxicarbonil)fenoxi) 

butanoico, 

27) .Acido 4-(4-formil-2-nitrofenoxi) butanoico, 

28) Acido 4- (2- ( (4-acetilfenilamino)metil) -6--

metoxifenoxi) butanoico, 

29) Acido 4-(4-acetil-2-((3-bromopropoxi)oarbonhi) 

fenoxi) butanoico, 

30) Acido 4-(4-aceti1-3-f1uorofenoxi) butanoico, 

31) Acido 4-(2-acetilfenoxi) butanoico, 

32) Acido 6-(2-acetil-1OH-fenotiazin-10--il) 

hexanoico, 

33) Acido 2-(4-acetilfenil) acØtico, 

34) Acido 4-(4-acetil-2-(2-(dimetilamino) 

etilcarbamoil) fenoxi) butanoico, 

35) butanoato de 4-(4-acetil-2-(2--(trimetilamonio) 
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etilcarbamoil) fenoxi) , y 

36) benzoato de 5-acetil-2-(2-oxo-2-(2-

(trimetilamonio) etilamino) etoxi) 

Una ligadura bifuncional mÆs preferida pare su 

uso en la presente invención es el Æoido 4-(4-acetifenoxi) 

butanoico (AcBut) que resulta en un producto preferido en 

donde el canjugado consiste de -caliqueamicina, y-

caliqueamicina a N-acetil y caliquearnicina funciorializada 

para reaccionar con la 3-mercapto-3metil butanil hidrazida, 

Sla ligadura AcBut y un portador del direccianamiento del 

anticuerpo IgG humana a humanizado. 

IV. CONJUGCION NONOMRIOA 

La naturaleza natural hidrofóbica de muchos fÆrmacas 

citotóxicos que incluyen las caliqueamicinas, crea 

dificultades en la preparación de conjugados monomØricos 

con buenas cargas de fÆrmaco y rendimientos razonables que 

son necesarios pare aplicaciones terapØuticas. La 

aplLicación hidrofóbica aumentada de la ligadura 

suministrada por los enlazadores tales como La ligadura 

AcBut descrita en la patente EUA 5,773,001, asi coma La 

distancia cavalente aumentada que separa al agente 

terapØutico del portador (anticuerpo) , incrementa este 

problema. 

La agreqacidn de los conjugados del portador/derivados 

de fÆrmaco citotóxico con mayores cargas de fÆrmaco sucede 

debida a La naturaleza hidrofôbica de los fÆrmacos La 

carga de fÆrmacos tiene a menudo limitaciones para obtener 

cantidades razonables del producto monomØrico. En algunos 

casos tales coma en los conjugados en la patente de EUA 

5,877,296 es a menudo dificil hacer conjugados en 
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rendimieritos ütiles con cargas ütiles para aplicaciones 

terapØuticas usando las condiciones de reacción descritas 

en la patente de EUA No. 5,053,394 debido a la agregación 

excesiva. Estas condiciones de reaccidn utilizan al DMF 

como el co-solvente en la reacción de conjugación. Se 

necesitan pot lo tanto mØtodos que permitan un 

rendimiento/cargas superiores de fÆrmacos sin agregación 

sin la pØrdida inherente de material. 

Las mejoras pare reducir la agregación se describen en 

las patentes de EUA 5,712,374 y 5,714,586 que se incorporan 

agui en su totalidad. Sc describen en esas patentes los 

portadores proteinicos que incluyen pero no se limiten a 

proteinas tales coma los anticuerpos humanos a humanizados 

que se hacen para atacar a los agentes terapØuticos 

citotóx–cos, tales como pot ejemplo hP67.6 y las 

anticuerpos humanizados aqui descritas. En esas patentes, 

el usa de una solución amort–guada compatible can protelnas 

no nucleofIlicas que cantiene (i) propileriglicol como un 

solvente y (ii) un aditivo que comprende al menos un Æcida 

carboxilico C6-C, se encuentra que produce generalmente un 

fÆrmaco citotóxico manomØrico con conjugadas de 

portadar/derivados con un rendimiento/carga de fÆrmaco 

superior y una agregación disminuida que tiene una 

actividad excelente. Los Æcidos preferidos aqul descritos 

fueron los Æcidos C7 a C12 y el Æcido mÆs preferido fue el 

Æcido octanoico y (tel como el Æcido caprIlica) a sus 

sales. Las saluciones amortiguadoras preferidas para 

conjugados hechas a partir de Østeres de N-

hidroxisuccinimida (OSu) u otros Østeres comparablemente 

activados fueron solución sauna amortiguada de fosfato 

(PBS) 0 ci Æcido N-2--hidroxietil piperacina-N’-



2etanosulf6nico (soiLución amortiguadora HEPES) . La solución 

amortiguada usada en esas soluciones de conjugación no 

puede contener aminas libres o nucleôfilos. Para otros 

tipos de conjugados, se pueden determinar fÆcilmente 

soluciones amortiguadoras aceptables. Alternativamente el 

uso de una solución amortiguadora compatible con protelnas 

no nucleofilicas qua contienen t-butanol sin el aditivo 

adicional, tambiØri se encuentra que produce conjugados de 

portador/derivado monomØrico de caliqueamiciria con un 

rendimiento superior de fÆrmacos y una agregación 

disminuida. 

La cantidad de co-solvente necesaria para formar un 

conjugado monomØrico varla de alguna manera de protelna a 

protelna, y se puede determinar por aquellos con 

experiencia ordinaria en la tØcnica sin experimentacidn 

indebida. La cantidad necesaria de aditivo para formar 

efectivamente un conjugado monomØrico tambiØn vane de 

anticuerpo a anticuerpo. Esta cantidad tamblØn se puede 

determinar per alguien con experiencia ordinania en la 

tØcnica sin expenimentación indebida. En las patentes de 

EUA No.5,712,374 y 5,714,586, las adiciones de 

propilenglicol en cantidades que van desde 10% a 60% 

preferiblemente 10% a 40% y mÆs preferiblemente airededor 

de 30% en volumen de la solucidn total y un aditivo que 

comprende al menos un Æcido carboxilico C6-C18 o su sal, 

preferiblemente Æcido capnilico a su sal, en cantidades qua 

van desde 20mM a 100mM, preferiblemente de 40mM a 90mM y 

mØs preferiblemente alrededor de 60mM a 90mM, se agregaron 

a reacciones de conjugación pare producir conjugados 

monomØnicos de portador/denivados de fÆrmaco citotóxicos 

con un reridimiento/carga superior de carga y una agregaciÆn 
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disminuida. Otros co-solventes orgÆnicos compatibles con 

proteinas diferontes al propilen glicol tales come ci 

etilen glicol, etanol, DMF, DMSO, tambiØn se pueden user. 

Se puede user alga a todo ci co-solvente orgÆnico para 

transferir el fÆrmaco en la mezciLa do conjugación. 

Alternativamente en esas patentes, la concontracion 

del Æcido carboxilico Cs-Cie a su sal se puede incrementar 

hasta 150-300 mM y el co-solvente haste 1-10%. En una 

modalidad ci Æcido carboxilico fue Æcido octanoico a su 

sal. En una modalidad preferida, ci Æcido carboxilico fue 

Æcida decanoico a su sal. En otra modalidad preferida ci 

Æcido carboxilico fue Æcido caprIlico a su sal quo estuvo 

presente a una concentración de 200mM de Æcido caprIlico 

junta con 5% do propilenglicol a etanol. 

En otra modalidad alternative en esas patentes, se 

puede agregar t-butanol a concentraciones en ci intervalo 

desde 10% a 25%, preferiblemente 15% en volumen de la 

soiución total, a la reacciÆn total do conjugación pare 

producir conjugados rnonomØricos do portador/derivados de 

fÆrmaco citotóxico can una carga/rendimiento superior de 

fÆrmaco y una agregaciÆn disminuida. 

Estas condiciones do conjuqación estabiecidas se 

aplicaron a la formación de CMA-676 (Gemtuzumab 

Ozogamicin), que so vende ahora comercialmente coma 

MylotargTN. Dosde la –ntroducción do este tratamierito para 

la leucemia mieloide aguda (AML), so ha aprondido a travØs 

del usa do la cromatografia do intercambia de jones quo la 

caliqueamicina no so distribuye en el anticuerpo en una 

forma uniforme. La mayoria do la caliqueamicina es 

aproximadamente la mitad del anticuerpo mieritras que la 

otra mitad existe en un LCF que solamente cont.iene 
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cantidades pequenas do caliqueamicina. Cons ecuentemente, 

existe una necesidad oritica de mejorar los mØtados pare 

configurar fÆrmacos citotÆxicos tales como las 

caliqueamioinas a portadores quo minimicen la cantidad de 

agregación y permitan una carga superior de fÆrmaco 

uniforme con un rendimiento significativamente mejorado del 

praducto conjugado. 

Un ejemplo especIfico es aquel del conjugado G5/44-

NAc- DMH gamma caliqueamicina que se refiere coma AcBut y 

se rnuestra genØricamente en la figura 17. La reducción de 

la cantidad do LCF hasta <10% del anticuerpo total se desea 

para el desarrollo de CNC-544 y se consideraron diversas 

opciones pare la reducción de los niveles de LCF. Otros 

atributos del inmunoconjugado tales coma el enlace de 

antigenos y la citotaxicidad no so deben afectar por la 

solución final. Las opciones consideradas incluyen 

madificaoión fisica a genØtica del anticuerpo, las tØcnicas 

do separación cromatogrÆficas a la modificación de las 

condiciones do reacción. 

La reacción del anticuerpo G5/44 con la NAc-gamma-

caliqueamicina DMH AcBut OSu usando las condiciones do 

reaccidn antiguas (condiciones del proceso CMA-676) 

resultan en un producta con prapiedades fisicas similares 

(carga do fÆrmaco, LCF y agregacion) coma CMA-676. Sin 

embargo, el alto nivel (50-60%) de LCF presente despuØs de 

la canjugación parece indeseable. Se determinaron 

condiciones óptimas de reacción a travØs do una metadologla 

de diseæo experimental estadistica en la cual las variables 

de reacción claves tales coma temperature, pH, entrada de 

un derivado do caliqueamicina y concentración de aditivos 

se evaluaron. El anØlisis do estos experimentos demostró 
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que la entrada do caliqueamicina y la ooncentración de 

aditivos tuvo los efectos mÆs importantes al nivel de una 

fracción conjugada baja de un LCF y la formación de 

agregados, miontras que la temperatura y el pH tuvieron 

influencias menores. En experimentos adicionales tambiØn se 

demostró quo las coricentraciones de portador de proteIna 

(anticuerpo) y co-solvente (otanol) fueron similarmente do 

importancia menor (en comparacidn con la entrada de 

caliqueamicina y la conoontraciôn de aditivos) al controlar 

el LCF y los niveles do agrogado. Con objeto do reducir el 

LCF hasta <10%, se incremento la entrada de caliqueamicina 

dosde 3% a 8.5% (w/w) con relaciôn a la cantidad de 

anticuorpo en la reacciÆn. Se cambio en aditivo del Æoido 

octanoico o su sal a una concentración de 200 mM (proceso 

CMA-676) al Æoido decanoico o su sal a una concentracidn do 

37.5 mM. La reacción de conjugación avanzó mejor a una 

temperatura ligoramento elevada (30-350C) y a un pH do 

(8.2-8.7) Las condiciones de reaccidn que incorporan estos 

cambios redujeron el LCF hasta debajo del 10% miontras se 

Sincromenta la carga de caliqueamicina y se refiere do aqul 

en adelLante como una condición del proceso CMC-544 o 

condiciones nuevas del proceso. Una oomparación de los 

rosultados obtenidos con las condiciones del proceso CMA-

676 se muestra en la tabla 1. 
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TASLA 1 COMPARACION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO CMA-676 

Y CMC-544 

CONDICIONES/RESULTADOS CONDICIONES DEL 

PROCESO CMA-676 

CONDICIONES DEL 

PROCESO CMC-544 

Entrada de 3.0% (base en 8.5% (p/p) 
caliqueamicina peso de poivo 

p/p) 
Identidad del aditivo Acido Acido 

y temperatura de octanaica/sodio decanoico/decanoato 
concentración octanoico; 200 de sodio; 37.5 mM 

mM 26°C 31-35°C 
pH 7.8 8.2-8.7 

Carga de 2.4-3.5 7.0-9.0 
caliqueamicina 

(porciento en peso par 
el ensayo DV) 

Fracc–ôn conjugada 45.65 % area <10% 
baja (LCF) (antes de CLAR 

la purificación 
Agregación (antes de -5% <5% 

la purificación) <2% <2% 
Agregación (despuØs de 

Lla purif–cación)  

El incrementa de entrada de caliqueamicina aumenta la 

carga de fÆrmaco par 2.5-3.0 par cienta en peso hasta 7.0-

9.0 (mÆs tIpicamente 7.5-8.5) par ciento en peso, y resulta 

40 en ningn incrementa en la agregacióri de protelnas en la 

reacción. Debido a la reducción de agregado y de LCF, las 

candiciones del proceso CMC-544 resultan en un producto mâs 

homogneo. El CMC-544 se ha preparada de manera que se 

reproduce par este nuevo procedimienta de conjugación a una 

escala de anticuerpos de multigramos. 

En las reacciones anteriores, la concentración del 

anticuerpa puede ir desde 1 a 15 mg/ml y la concentracidn 

del derivada del caliqueamicina par ejemplo el ester de N-

Acetil gamma-caliqueamicina DMH AcBut OSu (usado para 

fabricar los conjugados que se muestran en la figura 17) va 

desde airededor de 4.5-11% en peso del anticuerpo. El ca -
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solvente fue el etanol para el cual se han demostrado los 

resultados a concentrac–ones que van desde 6 haste 11.4% 

(base on volumen) . So efectuaran las reacciones en el Æcido 

PBS, HEPES, N(2-hidroxietil) piporacino-N’-(4--

butansulf6nico) (HEPBS) u otra solución amartiguadora 

compatible con un pH de 8 a 9 a una temperatura qua va 

desde 300C hasta airededor de 350C y para tiempas que van 

desde 15 minutos a 24 horas. Aquellos que son expertos en 

la tØcnica pueclen fÆcilmente determinar intervalos 

aceptables do ph para otros tipos de conjugados. Pare 

diversas anticuerpos el usa de variaciones ligeras on las 

combiriaciones de los aditivos antes mencionados so ha 

encontrado que mejora la carga de fÆrmacos y el rondimiento 

monomØrico de conjugados, y se ontiende qua cualquier 

portador particular de proteinas puede requerir algunas 

alteracianes menores en las condiciones exactas o en la 

elección do aditivos pare lograr los rosultados ôptimos. 

V. PtJRIEICACION Y SEPARACION DE CONJUGADOS. 

DespuØs do la oanjugación se pueden separar los 

conjugados monomØricos de los reactivos no conjugados (tal 

como un partadar protelnico y un fÆrmaco citotóxico 

libre/caliqueamicina) y/o la forma agregada do los conjugados 

por mØtodos canvoncionales por ejemplo cromatografla do 

exclusion de tamaæa (SEC, par sus siglas en inglØs), 

cramatografia do intoracción hidrofôbica (HIC, por sus siglas 

en inglØs) cromatografla do intercambio do lanes (lED, por 

sus siglas en inglØs) a cromatafocalización (CF, par sus 

siglas en ingles) . Los conjugados purificados son manomØricos 

y contienen usualmente de 4 a 10% en peso de un fÆrmaca 

citotoxico/caliqueamicina. En una modalidad preferida los 
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conjugados se purifican usando cromatografla de interacción 

hidrofóbica (HIC). En los procesos previamente usados para la 

fabricación a escala de la producoión de los conjugados 

anticuerpos de caliqueamicina/fÆrmaco citotóxico (proceso 

CMA-676) la etapa ünica de separaclØn posterior a la 

conjugación empleada fue cromatografla de exclusion por 

tamaæo (SEC) . Aunque esta etapa es bastante efectiva tanto 

para retirar el conjugado agregado como para lograr el 

intercambio de solución amortiguadora para la formulaciOn es 

irieficaz al reducir el contenido de LCF. Consecuentemente, el 

proceso basado en SEC se soporta completament en ía quimica 

de ía reacción de conjugación para controlar el contenido LCF 

del producto final. Otra desventaja de SEC es la limitación 

del voiLumen de ía mezcla de reacción de conjugados aplicada a 

la columna (que no excede tipicamente el 5% del volumen de 

lecho de ía columna de proceso), Esto limita severamente el 

tamaæo del lote (y por lo tanto ía capacidad de praducciOn) 

que se puede soportar en un espacio de producción dado. 

Finalmente, el proceso de purificación SEC tambiØn resulta en 

una dilución importante de ía solución de conjugado ía cual 

coloca restricciones a ía conoentraciOn de proteina que se 

puede lograr confiablemente en la farmulación. 

Cuando un fÆrmaca citotOxico tiene una naturaleza 

altamente hidrofóbica tal como un derivado de caliqueamicina 

y se usa en un conjugado, la cromatografia de interacciOn 

hidrafóbica (HIC) es un candidato preferido para suministrar 

una separaciOn efectiva del anticuerpo conjugado y no 

conjugado. La HIC presenta 3 ventajas claves sobre SEC: (1) 

tiene ía capacidad de reducir eficientemente el contenido LCF 

asI coma el agregado; (2) ía capacidad de carga de columna 

para el HIC es muoho mayor y (3) HIC evita la diluciOn 
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excesiva del producto. 

Diversos medios HIC de alta capacidad adecuados para un 

uso a escala de producción tales como la butil, fenil y octil 

sefarosa de flujo rÆpido 4 (Ainersham Biosciences, Piscataway, 

NJ), pueden separar efectivamente componentes y agregados no 

conjugados del conjugado del componente monomØrico conjugados 

que siguen al proceso de conjugación. 

VI. CONJUGACIONES Y FORMULACIONES 

La presente invenciÆn tambiØn proporciona un proceso 

para la preparación de una composiciÆn/formulación 

terapØutica o de diagnóstico que comprende mezclar el 

conjugado de portador/derivado de fÆrmaco citotôxico 

monomØrico de la presente invención junto con un 

excipiente, diluyente o portador farmacØuticamente 

aceptable. 

El conjugado de portador/derivado de fÆrmaco 

citotóxico monomØrico puede ser el ünico ingrediente active 

en la formulaciôn/composición terapØutica o de diagnóstico 

se puede acompanar par otros ingredientes activos que 

incluyen otros ingredientes de anticuerpos por ejempiLo las 

cØlulas anti-CD19, anti-CD20, anti-CD33, anti -T, 

anticuerpos anti-IENy a anti-LPS, o ingredientes que no son 

de anticuerpos tales coma citocinas, factores de 

crecimiento, hormonas, anti--hormonas, fÆrmacos citotóxicos 

y xantinas. 

Las citacinas y factores de crecimiento que se pueden 

usar para tratar los trastornos proliferativas coma el 

cancer y que se pueden usar juntos con los conjugados de 

portador/derivados de fÆrmacos citatóxicos de la presente 

invención incluyen interferones, inter leucinas tales como 
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la Inter leucina 2(IL-2), TNE’, CSF, GM-CSF y G-CSF. 

Las hormonas usedas comünmente para tratar trastornos 

proliferativos tales come el cancer y que se pueden usar 

junto con los conjugados de portador/derivedos de fÆrmaco 

citotóxico de la presente invención incluyen estrógenos 

tales come el diet ilestilbestrel y estradiol, endrógenos 

tales come la testosterona y halotestina, pregestinas tales 

come Negace and Provera, y corticosteroides tales come la 

prednisona, dexametasorie e hidrocortisona. 

Las anti -hormones tales cemo los anti-estrogenicas 

este es tamoxifen, anti-andrógenos, esto es flutamida y 

agentes anti-adrenales se usan comdrimente pare tratar 

trastornos proliferativos tales come el cancer y se pueden 

usar junto con el conjugado portador/derivado de fÆrmaco 

citotóxico de la presente irivención. 

Los agentes quimieterapØuticos /anti -neoplÆsticos usades 

comünmente para tratar trastornos proliferativos tales como 

el cancer y que se pueden user junto con el conjugado de 

portador/derivado de fÆrmaco citotóxico de la presente 

Sinvención incluyen pete no se limitan a adriamicina, 

cisplatina, carbeplatina, vinbiastina, vincristina, 

bleomicina, metotrexato, dexorubicina, fluoreuracilos, 

etopósido, taxol y sus diversos anÆlogos y la mitemicina. 

Las composiciones deben comprender preferiblemente una 

cantidad terepØuticamente efectiva de un conjugado de la 

invención. El tØrmino "cantidad terapØuticamente efectiva" 

come se use en la presente se usa come una cantidad de un 

agente terapØutice necesaria pate tratar, mejorar o evitar 

una enfermedad o condiciôn dirigida, a mostrar un efecto 

terapØutico o preventive detectable. Pare cualquier 

conjugado, la desis terapØuticamente efectiva se puede 



estimar principalmente en ensayos de cultivos celulares o 

en modelos animales usualmente en roedores, conejos, 

perros, cerdos a primates. TambiØn se puede usar el modem 

animal para determiner el rango de concentración adecuado y 

la via de administración. Tal información se puede luego 

user para determiner dosis dtiles y vies de administración 

en humanos. 

La cantidad precise pare un sujeto hurnano dependerÆ de 

la severidad del estado de enfermedad, la salud general del 

sujeto, la edad, peso y genera del sujeto, dieta, tiempo y 

frecuencia de administraoión cornbinación de fÆrmacos, 

sensibilidades a la reacciôri y respuesta a la tolerancia a 

la terapia. Esta cantidad se puede determinar par 

experirneritación de rutina y estÆ dentro del juicia del 

medico. Generalmente una dosis efectiva estarÆ desde 0.1 

Mg/M2
 a 50 Mg/M2, preferiblernente 0.4 Mg/M2 a 30 Mg/M2 mÆs 

preferiblernente 2 mg/m2 a 9 mg/m2 cuya dosis se calcula 

sobre la base del partadar proteInica. 

Se pueden administrar individualmente compasiciones a 

un paciente o se pueden administrar en cambinacidn can 

otros agentes, fÆrrnacos u hormones. La dosis a la cual el 

derivado de fÆrmaco citotóxico rnonamØrico/canjugado de 

anticuerpo de la presente invención se administra depende 

de la naturaleza de la candiciôn a tratarse, el grada del 

linfoma maligno o leucernia y de si se use profilÆcticamente 

el conjugado para tratar una condición existente. 

La frecuencia de dosis dependerÆ de la vida media del 

conjugado y la duración de su efecto. Si el conjugado tiene 

una vida media aorta (par ejemplo de 2 a 10 horas) puede 

ser necesaria darle una a rnÆs dosis par die. 

Alternativarnente si la molØcula de conjugado tiene una vida 
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media prolongada (par ejemplo de 2 a 15 dIas) solamente 

puede ser neoesario dare una dosis una vez al dIa, una vez 

par semana o una vez cada uno o dos meses. 

Una composición tambiØn puede contener un portador 

tarmacØutioamente aceptable para la administración del 

conjugado del anticuerpo. El portador no debe en si mismo 

inducir la producción de anticuerpos perjudiciales para el 

individuc que recibe la composiciôn  y no deben de ser 

tóxicos. Las portadores adecuados pueden ser macromolØculas 

grarides lentamente metabolizadas tales como pratelnas, 

polipØptidas, liposamas, polisaoÆridos, ªcidos  

polilÆoticos, Æcidos poliglicólicos, aminoÆcidos 

polimØricos, copolimeros de aminoÆoidos y partIculas de 

virus inactivas. 

Se pueden usan sales farmacØuticamente aceptables par 

ejemplo sales Æcidas de minerales coma clorahidratos, 

bromohidratos, fosfatos y sulfatas a sales de Æcidos 

orgÆriicas tales coma acetatos, propionatas, malLonatos y 

bensoatos. 

Las portadores farmacØuticamente aceptables en estas 

camposiciones pueden contenen adicionalmente liquidos tales 

coma agua, solucióri sauna, glicerol y etanol. 

Adicionalmente, substancias auxiliares tales coma agentes 

humectantes a emulsificantes o substancias amortiguadaras 

del pH pueden estar presentes en tales composicianes. Tales 

portadores permiten que las composiciones se formen coma 

tabletas, pIldoras, grageas, cÆpsulas, liquidos, geles, 

jarabes espesos a suspensiones para ingestion par el 

paciente. 

Las formas preferidas pare Ia aclministraciOn incluyen 

formas adecuadas para administraciôn  parenteral par ejemplo 



par inyección o infusion par ejemplo de inyección de bolo o 

infusiOn continua. En donde el producto es para inyección a 

infusion, puede tamer la forma de una suspension, salución 

a emulsion en un vehIcula aceitosa a acuosa y puede 

contener agentes formuladores tales coma agentes de 

suspensiOn, canservadores, estabilizadores y/o 

dispersantes. 

Aunque be estabilidad de la soluciOn de conjugado 

amortiguada es adecuada para la estabilidad a corto plaza, 

be estabilidad a largo plaza es pobre. Para mejarar la 

estabilidad del conjugado y para incrementar su vida de 

anaquel, el conjugado de fOrmaca con anticuerpos se puede 

liofilizar a una forma seca pare su reconstituciOn antes 

del usa con un liquido estØril adecuado. Las problemas 

asociados con la biofilización do una sabuciOn de proteInas 

estÆn bien documentadas. Puede suceder una pØrdida de 

estruotura secundaria, terciaria y cuaternaria durante los 

procesos de congebado y de secado. Consecuentemente se 

pueden incluir crioprotectares para actuar coma un 

estabilizador amorfo del conjugado y mantener la integridad 

estructural de la proteina durante el praceso do 

liofilización. En una modalidad el crioprotector ütil en la 

presente invención es un alcohol de azibcar tab coma 

alditol, manital, sorbitol, inasitol, polietileno giLicol y 

combinaciones de los mismos. En otra modalidad, el 

crioprotectar as un Æcido de azücar incluyendo un Æcida 

aldonico, un ªcido uranico, un Æcido aldarico y 

combinacianes do los mismas. 

El crioprotectar do esta invención tambiØn puede ser 

un carbohidrato. Las carbohidratas adecuados son compuestos 

do aldehido a de cetona que cantienen 2 o mÆs grupos de 



hidroxilos. Los carbohidratos pueden ser ciolicos a 

lineales a incluyen por ejemplo aldosa setosa, amino 

azücares alditoles, iriositoles, Æcidos aldónicos, Æcidos 

urónicos, a acicios aldÆricos o combinaciones de los mismos. 

El carbohidrato puede ser un mono a di a policarbohidrato 

tal coma par ejemplo un disacÆrido a un polisacÆrido. Los 

carbohidratos adecuados incluyen par ejemplo 

gliceraldehidos, arabinasa, lixosa, pentosa, ribosa, 

xilosa, galaotosa, glucose, hexosa, idosa, manosa, talosa, 

heptosa, glucosa, fructose, ªcido  glucónico, sorbitol, 

lactose, manitol, metil cx-glucopiranosida, maltose, acido 

isoascÆrbico, Æcido ascórbica, lactona, sorbosa, Æcido 

glucÆrico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa, 

gulosa., idosa, talosa, eritrulasa, ribulosa, xilulosa, 

psicosa, tagatosa, Æcida glucurónico, Æcido glucónico, 

Æcido glucÆrico, Æcida galacturónico, Æcido manuróriica, 

glucosamina, galactosamina, sacarosa, trealosa a Æcido 

neuramInico a derivados del mismo. Los policarbohidratos 

adecuados incluyen par ejemplo arabinanos, fructanos, 

fucanos, galactanos, galacturananos, glucanos, mananos, 

xilanos (tal coma par ejemplo inulina) , levario, fucoidana, 

carragenina, galactocarolosa, pectinas, Æcido pØctico, 

amilosa, pululano, glicógeno, amilopectina, celulosa, 

dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratina, 

condroitina, dermatano, Æcido hialurónico, Æcido algInico, 

game xantana, a almidôn. Entre los carbohidratos 

particularmente ütiles estÆn la sacarosa, la glucosa, 

Ł lactosa, trealosa, y cornb.inaciones de los mismos. La 

sacarosa as un crioprotector particularmente iitil. 

Preferiblernente el crioprotector de la presente 

invención es un carbohidrato o un alcohol de "azücar" qua 
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puede ser un alcohol polihIdrico. Los compuesto 

polihidricos son compuestos qua contienen mÆs de un grupo 

de hidroxilos. Preferiblemente los compuestos polihidricos 

son lineales. Los compuestos polihidricos adecuados 

incluyen por ejemplo glicoles tales como etilenglicol, 

polietilenglicol, y polipropilenglicol, glicerol, o 

pentaeritritol a combinaciones de los mismos. 

En algunas modalidades preferidas el agente 

crioprotector es sacarosa, trealosa, manitol a sorbital. 

Una vez qua se farmulan, las camposiciones de la 

invención se pueden administrar directamente al sujeta. Los 

sujetas a tratar pueden ser animales. Sin embargo, se 

prefieren que se adapten las camposicianes para la 

administración a sujetos humanos. 

Las compasiciones de la presente invención se pueden 

administrar par cualquier numera de vIas incluyen pero no 

limitado oral, intravenosa, intramuscular, intra arterial, 

intramedular intratecal, intraventricular, transdermal, 

transcutÆnea (ver publicación POT Na. W098/20734), 

subcutÆnea, intraperitoneal, intranasal, enteral, tópica, 

sublingual, intravaginal, a par vies reotales. TambiØn se 

pueden usar hiporoolas para administrar las camposiciones 

de la invención. TIpicamente las camposicianes se pueden 

preparar camo inyactables ye sea solucianes a suspensiones 

liquidas. Las farmas sólidas adecuadas para solución en, a 

suspension en vehiculas liquidos previo a la inyección 

pueden tambiØn prepararse. 

La administracidn directa de las composiciones se 

efectuarÆ generalmente par inyecciOn subcutÆneamente, 

intraperitonealmente, intravenosamente 0 intramuscularmente 

a administrarse al espacia intersticial de un tejida. 
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TambiØn se pueden administrar las composiciones a una 

lesion. El tratamiento de dosis puede ser un esquema de 

dosis sencilla 0 Ufl esquema de dosis mdltiple. 

Se apreciarÆ qua el ingrediente activo en ía 

composición serÆ un conjugado portador proteinico/fÆrmaco 

citotóxico. Coma tal serÆ susceptible a la degradación en 

el tracto gastrointestinal. Asi, si se va a administrar ía 

composición par una via usando el tracto gastrointestinal, 

la composiciOn necesitarÆ contener agentes qua protejan al 

conjugado de ía degradaciOn pero qua liberen al conjugado 

una vez que se ha absorbido del tracto gastrointestinal. 

EstÆ disponible una discusiOn completa de portadores 

farmacOuticamente aceptables en Remington’s Pharmaceutical 

Sciences (Mack Publishing Company, N.J., 1991). 

La presente invención en particular proporciona un 

anticuerpo anti-CD22 humanizado/derivado de caliqueamicina 

monomØrico (G5/44), CMC-544, para su usa en el tratamiento 

de trastornos proliferativos caracterizados por cØlulas que 

expresan el antigeno CD22 en su superficie. 

La presente invención proporciona ademÆs el uso de 

CNC-544 en ía manufactura de una composición a un 

medicamento pare un trastorrio proliferativo caracterizado 

par cØlulas qua expresan CD22. 

CMC-544 tambiØn se puede user en cualquier terapia en 

ía que se desee reducir el nivel de cAlulas que expresan 

CD22 que estÆn presentes en el sujeto que se trata con ía 

composiciOn a medicarnentos aqui descritos. Especificamente 

la composición a medicamento se use para tratar humanos a 

animalLes con trastornos proliferativos nominalmente 

linfomas y leucemias que expresan el antigeno CD22 en la 

superficie celular. Estas cØlulas que expresan CD22 pueden 
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ester circulando en el cuerpo 0 estar presentes en un 

nümero indeseablemente grande localizado en un sitio 

particular en el cuerpo. 

TambiØn se puede usar preferiblemente pare el 

tratamiento el CNC-544, en malignidades de linaje de los 

linfocitos-B que incluyen linfomas y leucemias, mÆs 

preferiblemente linfomas qua no es Hodgkin (NHL) , leucemia 

linfocitica aguda (ALL), mieloma multiple, leucemia de 

linfocitos aguda (ALL) y leucemia linfocitica crônica 

(CLL) . CMC-544 se puede user solo o en combinación con 

otros agentes bioactivos para tratar sujetos que padecen de 

las malignidades de cØlulas B. 

Los agentes bloactivos comünmente usados incluyen 

factores de crecimiento, citocinas y frmaco citotóxicos. 

Los fÆrmacos citotóxicos usados comdnmente pare tratar 

trastornos proliferativos tales como el cancer y se pueden 

usar junto con CMC-544 incluye una antraciolina tel como 

doxorubicina, daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, 

zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carubicina, 

Snogalamicina, menogarilo, pitarubicina, y valrubicina por 

hasta 3 dIas, y una pirimidina 0 un nucleósido de purina 

tal como citarabina, gemcitabina, trifluridina, anoitabina, 

enocitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina, 

puromicina, tegafur, tiasofurina. Otros agentes 

quirnioterapØuticos/anti-neoplÆsticos que se pueden 

administrar en combinaoión con CMC-554 incluyen 

adriamicina, cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida, 

dacarbazina, vinbiastina, vincristina, mitoxantrona, 

bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbacina, 

metotrexato, fluorouracilos, etopósidos, taxol y sus 

diversos anÆlogos y mitomicina. Sc puede administrar CMC-
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544 concurreritemente con aiLgunos o mÆs de estos agentes 

terapØuticos. Alternativamente se puede administrar 

secuencialmente CNC-544 con uno a mÆs de estos agentes. 

El CMC-544 puede ser utilizado solo en paralelo o 

secuencialmente con una combinación con otros agentes 

bloactivos tales coma factores de crecimiento, citocinas, 

esteroides tales coma el anticuerpo anti -0O20, rituximab 

(RituxanTM) y agentes quimioterapØuticos coma parte de un 

regimen de tratamiento. Los regimenes de tratamiento 

establecidos para los trastornos linfoproliferativos 

malignos incluyen OHOPP (ciclofosfamida, doxorubicina, 

vincristina, prednisona, y procarbazina); CHOP 

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona) 

COP (ciclofosfamida, vincristina, y prednisona); CAP-BOP 

(ciclofosfamida, doxorubicina procarbazina, bleomicina, 

vincristina, y prednisona) ; m-BACOD (metotrexato, 

bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, 

dexametasana, y leucovorin); ProMACE-MOPP (prednisona, 

metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, 

leucovorin, meclaetamina, vincristina, prednisona, y 

procarbazina) ; ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato, 

doxorubicina, ciclofosfamida, etopósido, leucovorin, 

citarabina, bleomicina, y vincristina); MACOP-B 

(metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina; 

prednisona de dosis fija, bleomicina, y leucovorin); MOPP 

(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina) 

ABVD (adriamicina/daxorubicina, bleomicina, vinbiastina, y 

dacarbazina); MOPP alternando con ABV 

(adriamicina/daxorubicina, bleomicina, y vinblastina); y 

MOPP (mecloetarnina, vincristina, prednisona, y 

procarbazina) alternando con ABVD 
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(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinbiastina, y 

dacarbazina); y ChIVPP (ciorambucil, vinbiastina, 

procarbazina, y prednisona) La terapia puede comprender 

una fase de terapia de inducción, uric fase de terapia de 

consclidación y una fase de terapia de mantenimiento. 

TambiØn se puede administrar el CMC-544 solo, en paralelo o 

secuencia1nente con cualLquiera de los regimenes de terapia 

antes identificados coma parte de una fase de inducción, 

una fase de terapia de consolidaciôn y una fase de terapia 

de mantenimiento. 

Los conjugados de la presente invención tambiØn se 

pueden administrar junto con otros agerite bioactivos y 

quimioterapØuticos como parte de un regimen de 

quimioterapia de combinación para ci tratamiento de 

linfomas regresivos agresivos. Tal regimen de tratamiento 

incluye IMVP-16 (ifosfamida, metatrexato y etopósido), MIME 

(gag de metilo, ifosfamida, metotrexato y etopósido), DHAP 

(dexametasoria, citarabina de alta dosis, y cisplatina), 

ESHAP (etopôsido, metilpredisolona, citarabina de alta 

dosis y cisplatina) EPOCH (etopósido, vincristina y 

doxorubicina par 96 horas con dosis de bob, de 

ciclofosfamida y prednisona oral), CEPP(B) (ciclofosfamida, 

etopósido, procarbacina, prednisona, y bleomicina), CAMP 

(lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona), CVP-1 

(ciclofosfamida, vincristina y prednisona), CHOP-B 

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona y 

bleomicina), CEPP-B (ciclofosfamida, etopósido, 

procarbacina y bleomicina) y P/DOCE (epirubicina o 

doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida y prednisona) 

Los regimenes de tratamiento adicionales para linfomas 

agresivos pueden incluir en la fase 1 una primera ilnea de 
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tratamiento con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, 

vincristina y prednisona)-rituximab (RituxanTM)- CMC-544 

seguido de la fase 2 y en la fase 3 con CHOP-rituximab 

(RituxanTM), CHOP-CMC-544 o CHOP-rituximab (RituxanTM)-CMC-

544. Alternativamente la fase 1 puede tenor una primera 

linea de tratamiento con COP (ciclofosfamida, vincristina y 

prednisona)-rituximab (Rituxan TM) -OMC-544 seguido do la 

fase 2 y la fase 3 con COP-rituximab (Rituxan TM) , COP-CMC-

544 a COP-rituximab (Rituxan TM) -CMC--544. En una modalidad 

adicional el tratamiento do linfomas agresivos pueden 

incluir una primera o segunda linea do tratamiento con un 

conjugado de fÆrmaco de anticuerpos CMC-544 en la fase 1 

seguido en la fase 2 y en la fase 3 con CMC-544 y CHOP 

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona) 

CMC-544 y COP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona), 

CMC-544 con rituximab (RituxanTM) a rituximab (RituxanTM) 

solamente. TodavIa en otra modalidad, el tratamiento do 

linfomas agresivos pueden incluir una primera o linea de 

tratamiento con un conjugado de anticuerpos CMC-544 seguido 

en la fase 2 y en la fase 3 CMC-544 solamente o en 

oombinaciôn en regimenes con otros tratamientos que 

incluyon pero no se limitan a ESHOP (etopósiclo, 

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, vincristina y 

cisplatina) , EPOCH (etopÆsido, vincristina y doxorubicina 

por 96 horas con dosis do bob, ciclofosfamida y prednisona 

oral) , TMVP-16 (fosfamida, metotrexato y etopósido) , ASHAP 

(adriamicina, solumedrol, Are-C y cisplatina) MIME (gag-

metil, ifosfamida, metotrexato y etopósido) y ICE 

(ifosfamida, ciclofosfamida y etopósido) . Los detalles de 

las diversos fÆrmacos citotóxicos usados en quimboterapia 

do malignidades incluyendo regimenes quimioterapØuticos do 



combinaciones, dosis, etc., se suministran en esta 

solicitud se pueden encontrar en Cancer Principles and 

Practice of Oncology, Eds. Vincent T. DeVita, Samuelo 

Heilman, Steven A. Rosenberg, 6th Edition, Publishers: 

Lippincott, Williams and Wilkins (2001) and Physician’s 

Cancer Chemotherapy Drug Manual, Eds. Edward Chu and 

Vincent T. DeVita, Publishers: Jones and Bartlett (2002) 

La presente invención tambiØn proporciona un mØtodo de 

tratamientos de sujetos humanos o animales que padecen o 

estÆn en riesgo de un trastorno proliferativos 

caracterizado por cØlulas que expresan CD22, el mØtodo 

comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de 

CMC-544 de la presente invención. 

La presente invencidn se describe ademÆs a 

contiLnuación en ejemplos especificos de trabajo que se 

pretende que describa edemas la invenciôn sin limitar su 

alcance. 

EJEMPLO 1 

S 
GENERAOIN DE ANTICUERPOS CANDIDATO 

Se seleccionó un conjunto de anticuerpos contra 0022 a 

partir de hibridomas utilizando los siguientes criterios de 

selección: enlace a cØlulas Daudi, internalización en 

cØlulas Daudi, enlace a cØlulas mono nucleares de sangre 

perifØrica (PBMC) , internalización sobre PBMC, afinidad 

(mayor a 109M), ratón yl y velocidad de producción. Se 

selecciond 5/44 como un anticuerpo preferido. 

I. CLONACION DE GENES Y EXPRESION DE UNA MOLCULA DE 

ANTICUERPO QUIMERICO 5/44 

a) Preparación de cØlulas de hibridomas 5/44 y 

preparación del ARN para ello 
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Se generó el hibridoma 5/44 por tecnologla 

convencional del hibridoma despuØs de la irimunización de 

ratones con protelna humane CD22. Se preparó el ARN a 

partir de cØlulas hibridomas 5/44 usando un kit RNEasy 

(Qiagen, Crawley, UK; Catalogue No. 74106) . El ARN obtenido 

se transcribió de una manera inversa al ADNo, como se 

describe a continuación. 

b) DistribuciÆn de CD22 en los tumores NHL 

Se efectuó un estudio de inmunohistoqulmica pare 

examiner la incidencia y distribución de la tinción usando 

los anticuerpos monoclonales 5/44 anti-CD22. Los 

anticuerpos de control anti-CD20 y anti-CD79a se incluyeron 

en el estudio para confirmar las areas B de tumores. 

Se estudiaron un total de 50 tumores y estos se 

categorizaron como sigue al user la formulación de trabajo 

y los sistemas de ciasificación REAL: 

7 leucemia/linfoma linfoblØstico B (alto/I) 

4 linfocitos de linfoma pequeæo B-CLL (bajo/A) 

3 linfoma plasmacitoide/inmuno citoma (baja/A) 

1 cØlula de manto (Int/F) 

14 linfomas de centro de foliculo (baja haste 

Int/D) 

13 linfomas de cØlulas grandes difusas (Int hasta 

alto/G, H) 

6 sin clasificar (K) 

2 linfomas de cØlulas T 

Cuarenta linfomas de cØlulas B fueron positives para 

ci antIgeno CD22 con ci anticuerpo 5/44 a 0.1 [tg/ml y 6 

adicionales se voivieron positives cuando se iricrementó la 

concentracidn haste 0.4 j.tg(ml. Para los 2 tumores de 



cØlulas T restantos que fueron nogativos a 0.1 ig/ml fueron 

un tejido insuficionto que permanoció para probar a una 

concentraciÆn superior. Sin embargo, la prueba on paralelo 

con otro anticuerpo anti-CD22 designiado 6/13 (Celitech, 

Slough, UK) quo dio una tension mÆs fuerte que 5/44 resulto 

en todos los 48 linfomas de cØlulas B que tiæeron positivo 

pare C1J22. 

Asi, es posible concluir que el antigeno CD22 so 

expresan ampliamente en los linfomas de cØlulas B y 

suministra por lo tanto un abjetivo adecuado pare la 

40 
inrnunoterapia en NHL. 

c) ClonaciOn do PCR do 5/44 VH y VL 

So sintetizaron secuencias de ADNc que codifican pare 

los dominios variables do las cadenas ligeras y posadas 

5/44 usando transcriptaza inverse para producir copias de 

ADNc de hebra sencilla del ARN presente en el ARN total. 

Luego se probó esto coma la plantilla para implicacidn de 

secuencias do murina de la region S usando cebadores de 

oligonucleoticos especificos por una roacciOn de polimerasa 

(PCR). 

i)Sintesis do ADNc 

So sintetizo el ADNc en un volumeri de reacción de 

20ti quo contierie los s.igu–ontes reactivos: 50mM, Tris-HCL 

pH 8.3, 75 mM Rd1 10 mM ditiotreitol, 3 mM MgC12, 0.5 mM 

do dATP, dTTP, dCTP y dGTP, 20 unidados do ARNsina, 75 ng 

do cebador do hexanucleotido aleatorio, 2 g 5/44 ARN, y 

200 unidados de la transcriptasa reversa del virus do 

leucemia murino do Maloney. DespuOs de la incubación a 420C 

durante 60 minutos so finalizó la reacciôn al calentar a 

950C durante 5 minutos. 
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ii) PCR 

Se sometieron las alIcuotas del ADNc a PCR usando 

combinaciones de cebadores especificos para las cadenas 

ligeras y pesadas. Los acumulados de cebador degerierado 

diseæados para combinarse en los pares base con las 

consecuencias conservadas del pØptido de senal se usaron 

como cebadores delanteros. Estas secuencias contienen todas 

en orden un sitio de restricción (VL Sful; VH Hindlil) que 

parte de 7 nucleótidos desde sus extremos 5’, la secuencia 

GCCGCCACC (SEQ ID) NO:50), para permitir una traducción 

optima de los ARNm resultantes, un codón de inicio y 20 a 

30 nucleótidos basados en las secuencias del pØptido ilder 

de anticuerpos conocidos de ratón (Kabat et al., Sequences 

of Proteins of Immunological Interest, 5aŁ Edition, 1991, 

U.S. Department of Health and Human Services, Public Health 

Service, National Institutes of Health) 

Los cebadores 3’ se diseæan para cubrir la union de la 

estructura 4 J-C del anticuerpo y contienen un sitio de 

restricción para la encima BsiWl para facilitar la 

clonacidn del fragmento VL PCR. Los cebadores 3’ de cadena 

pesada son una mezcla diseæada para abarcar la uniOn J-C 

del anticuerpo. El cebador 3’ incluye un sitio de 

restricciOn Apal para facilitar la clonaciOn. La region 3’ 

de los cebadores contiene una secuencia mixta que se basa 

en aquellas encontradas en los anticuerpos conocidos de 

ratOn (Kabat et al., 1991, supra). 

Las combinaciLones de los cebadores antes descritos 

permiten que los productos PCR para VH y VL se clonen 

directamente en un vector de expresiOn adecuado (ver a 

continuaciOn) para producir cadenas ligera y pesada 
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quimØricas (de ratôn y humano) y para que se expresen esos 

genes en cØlulas mamiferas para producir anticuerpos 

antiquimØricas del isotipo deseado. 

Se fijaron coma sigue las incubacianes (100 tl) para 

el PCR. Cada reacción contenla 10mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM 

MgC12, 50 mM KCl, 0.01% p/v gelatina, 0.25 mM de dATP, 

dTTP, dCTP y dGTP, 10 pmoles de mazda de cebador 5’, 10 

pmoles de cebador 3’, 1tl de ADNc y 1 unidad de polimerasa 

Taq. Se incubaran las reaccianes a 950C par 5 minutos y 

. luego se formaron ciclas a travØs de 9400 par un minuto, 

550C par un minuto y 720C por un minuto. DespuØs de 30 

ciclas, se analizaron las ailcuotas de cada reacción par 

electrofaresis en un gel de agarosa. 

Para la region V de cadena pesada, un producto 

amplificado de ADN solamente se obtuvo cuando un acumulado 

de cebadares qua se combinan dentro de las pares bases del 

comienzo de la estructura 1 reemplazó el acumulada del 

cebador de pØptido de seæal. Se clonaron las fragmentos en 

formadores de secuencia de ADN. Se determinó la Svectares 

secuencia de ADN y se tradujo para dar una secuencia 

deducida de aminoÆcidos. Esta secuencia deducida se 

verjfjoô con referenoja de la pratelna en la terminal N 

determinada experimentalmente. La figura 1 muestra la 

secuencia de los aminoÆcidos de los CDRs del anticuerpo 

monoclonal de ratón 5/44. Las figuras 2 y 3 muestran la 

secuencia de prateina y ADN de las regiones V de cadena 

ligera y pesada maduras del ratón monoclonal 5/44 

respectivamente. 

iii) Clanación molecular de los fragmentos de 2CR. 

Las secciones de la regiOn 5 murina luego se clonaron 

en las vectores de expresión pMRR10.1 y pMRR14 (figuras 7 y 

71 



8) Estos son vectores para la expresión de ADN quo 

contienen cadenas ligeras y pesadas que codifican cadenas 

constantes de la cadena ligera capa humana y la cadena 

pesada gama-4 humana. La regldn VL se subolono en el vector 

do expresión por digestion y ligación do restricción a 

partir del vector que forma secuencias usando ciclos de 

restricciOn Sful y BsiWl creando ci plÆsmido 

pMRR1O (544cL) (figura 8) . El ADN de cadena pesada se 

amplificó por PCR al user un cobador 5’ para introducir un 

pØptido do seæal, ya que esto no se obtuvo en la estrategia 

de clonaciOn-un anticuerpo do cadena pesada do ratOn lider 

de un hibridoma diferente local (doterminado 162) so 

emploo. El cobador 5’ tuvo la siguiente secuencia: 

5’ GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTCTTCCTGGCACTC 

ATTCTCAAGGCAGTGCAGTCTGACGTCCAGCTCGTCGAGTCTGG3’ (SEQ ID 

NO:51) 

El cebador inverso fue idØntico a aquel usado en la 

cloriaciOn del gen VH. El producto resultante per PCR so 

digirió en las onzimas Hindill y Apal, se subclonO y so 

SconfirrnO su secuencia de ADN creando el plÆsmido 

pMRR14 (544cH) (figure 7) . La co-transfecciOn transitoria de 

los vectores de expresión en las cØlulas CHO generó un 

anticuerpo quimØrico c5/44. Esto so logró usando el 

reactivo do lipofectamina sogün los protocolos del 

fabricante (InVitrogen:Life Technology, Groningen, Paises 

Bajos. CatÆlogo no. 11668-027) 

II. ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y LISINA 

REACT IVA 

Se observó una secuencia del sitio de glicosilaciOn 

ligado en N potencial on CDR-H2, que tione la secuencia do 
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aminoÆcidos en N-Y-T (Figura 3) El SDS-PAGE, la 

inmunotransferencia Western y la tinciôn de carbohidratos 

de gales de 5/44 y sus fragmentos (incluyendo Fab) indica 

que el sitio estaba de hecho glicosilado (no se muestra) 

AdemÆs, se observó un residuo de lisina en una posición 

opuesta dentro de CDR-H2, que tuvo el potencial para 

reducir la afinidad de enlace del anticuerpo al suministrar 

un sitio adicional para conjugacidn con un agente con el 

cual se puede conjugar el anticuerpo. 

Se usó una estrategia PCR para introducir las 

substituciones de aminoÆcido en la secuencia CDR-H2 en un 

intento par retirar el sitio de glicosilación y/o la lisina 

reactiva como se muestra en la figura 4. Los cebadores 

delanteros qua codifican la mutaciones N55Q, T57A a T57V se 

utilizaron pare retirar el sitio de glicosilación (figura 

4) y un cuarto cebador delantero que contiene la 

substitución K60R, se generó para retirar el residuo 

reactivo de lisina (figura 4) . Se utilizó un cebadar 

reverso de la estructura 4 en cada una de estas 

amplificaciones PCR. Los productos PCR se digirieron con 

las enzimas Xbal y Apal y se insertaron en pMRR14 (544oH) 

(tamblØn desdoblado con Xbal y Ppal) para generar los 

plÆsmidos de expresión que codifican estos mutantes. Las 

mutacjones N55Q, T57A y T57V hacen ablación del sitio de 

glicosilación al oambiar la secuencia de aminoÆcidos fuera 

del consenso N-X-T/S mientras que la mutación K60R 

reemplaza la lisina potencialmente reactiva con un residuo 

de arginina similarmente cargado de forma positiva. Los 

plÆsmidos variantes resultantes cH se cotransfectan con el 

plÆsmido oL para generar variantes de anticuerpo quimØricos 

expresados. 
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III. EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES DE LOS GENES QUIMERICOS 

Se evaluaron las actividades de los genes quimØricos 

siguiendo una transfección transitoria en cØlulas CHO y la 

determinaciôn de las constantes de afinidad por el anÆlisis 

BiaCore. 

Las afinidedes del 5/44 quiiTØrico o sus variantes que 

han tenido su sitio de glicosilación o su lisina reactive 

eliminada, Se investigaron usando la tecnologia BIA pare el 

enlace de los constructos CD22-mFc. Los resultados se 

muestran en la figura 9. Todas las mediciones de enlace se 

efectuaron en el instrumento BIAcoreTM 2000 (Pharmacia 

Biosensor AS, Uppsala, Suecia) . El ensayo se efectuó por 

captura de CD22mFc por media del Fc anti-ratón 

inrnovilizado. El anticuerpo estaba en fase soluble. Se 

inyectaron muestras estÆndares y controles (5041) sobre Pc 

anti-ratón inmovilizado seguido por un anticuerpo en la 

fase soluble. DespuØs de cede ciclo se regeneró la 

superficie con 50tl de 40mM de HC1 a 30jil/min. Se efectuó 
.

el anÆlisis cinØtico usando el software BlAevaluation 3.1 

(Pharmacia) 

El retiro del sitio de glicosilación en el constructo 

T57A resultó en una velocidad activa ligeramente mÆs rÆpida 

y una velocidad inactiva ligeramente mÆs lenta en 

comparación con el quimØrico 5/44, dando una mejora de 

afinidad de aproximadamente 5 veces. La mutación N55Q no 

tuvo efecto en la afinidad. Este resultado fue inesperado 

ya que sugiere que la eliminación del carbohidrato mismo no 

tuvo aparentemente un efecto en el enlace (coma con el 

cambio N55Q) . Se observó la afinidad mejorada solamente con 

el cambio T57A. Uric explicación posible es que 
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independientemente de la presericia del carbohidrato, la 

treoniria en la posición 57 ejerce un efecto negativo en el 

enlace que se elimina en la conversion de la treonina a la 

alanina. La hipdtesis de que el tamaæo pequeno de la 

alanina es importante y que el efecto negativo de la 

treonia se relacioria con su tamaæo se soporta a partir del 

resultado obtenido usando la mutaciOn T57V: ese reernplazo 

con la valina en la posición 57 no es benØfico (no se 

muestran los resultados) 

La eliminación del residuo de lisina pot la mutación 

K60R tuvo un efecto neutro en la afinidad esto es, la 

introducción del residuo de arginina elimina un sitio 

reactivo potencial sin comprometer la afinidad. 

Las mutaciones para la eliminación del sitio de 

glicosilaciOn y para la eliminación de la lisina reactiva 

se incluyeron par lo tanto en el diseæo de humanizaciOn. 

EJEMPLO 2 

INJERTO POR CDR DE 5/44 

La clonación molecular de los genes para las regiones 

variables de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo 

5/44 y su usa para producir anticuerpos quimØricos 5/44 

(ratón/humano) se ha descrito arriba. Las secuencias de 

nucleótidos y de aminoÆcidos del ratOn en los dominios 5/44 

VL y VH se muestran en las figuras 2 y 3 (SEQ ID NOS: 7 y 

8), respectivamente. Este ejemplo describe el injerto CDR 

del anticuerpo 5/44 sobre las estructuras humanas para 

reducir la inmunogenicidad potencial en humanos segdn el 

mOtodo de Adair et al., (solicitud PCT No. W091/09967) 

I. INJERTO CDR DE LA CADENA LIGERA 5/44 
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La aljneación de la secuencia de protelna con las 

secuencias de consenso a partir de la region V de cadena 

ligera kappa del subgrupo 1 humane indican una identidad de 

secuencia del 64%. Consecuentemente para construir la 

cadena ligera injertada con CDR, las regiones de estructura 

del aceptor escogidas corresponden a aquellas de La 

secuencia 012, DPK9 de la ilnea germinal del subgrupo 1 Vk 

humano. La secuencia del aceptor de la estructura 4 se 

derive de la secuencia de la lInea germinal de la regiOn J 

humane JK1. 

Una comparación de las secuencias de aminoÆcidos de 

las regiones de estructura de la murina 5/44 y la secuencia 

del aceptor se da en la figure 5 y muestra que hay 27 

diferencias entre las cadenas del aceptor y del doriador. En 

cada posiciOn se hizo un ariÆlisis del potencial del residuo 

de murina para contribuir con el enlace de antigenos ye sea 

directa o indirectamente a travØs de los efectos en el 

empaque o interfaz VH/VT,. Si se considera importante un 

residuo de murina y es suficientemente diferente del 

residue humano en tØrminos de tamaæo, polaridad o carga, 

entonces se conserve el residuo de murina. Con base en este 

anÆlisis dos versiones de La cadena ligera injertada per 

CDR que tienen las secuencias dadas en SEQ ID N0:19 y SEQ 

ID N0:20 (Figura 5), Se construyeron. 

II. INJERTO CDR DE LA CADENA PESADA 5/44 

El injerto CDR de la cadena pesada 5/44 se logró 

usando La misma estrategia como se describe para La cadena 

ligera. El dominic V de la cadena pesada 5/44 se encuentra 

que es homdlogo a las cadenas pesadas humanas que 

pertenecen al subgrupo 1 (70% de identidad de secuencias) y 
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par lo tanto la secuencia de la estructura de la ilnea 

germinal del subgrupo 1 humano VH1-3, DP7 se use coma una 

estructura del aceptor. Las secuencias del aceptor de la 

estructura 4 se derivan de la secuencias germinal de la 

region J humano JH4. 

Una comparaciOn de la cadena pesada 5/44 con las 

regiones de estructura se muestran en la figura 6 en donde 

se puede observer que la cadena pesada 5/44 difiere de la 

secuencia del aceptor en las posiciones 22. El anÆlisis de 

la contribuciOn de qua cualquiera de estos puede ser al 

enlace de antIgeno conduce a 5 versiones de las cadenas 

pesadas injertadas par CDR que se construyen, qua tiene la 

secuencia dadas en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID 

NO:25, SEQ ID NO:26 y SEQ ID NO:27 (Figure 6) 

III. CONSTRUCCION DE GENES PARA SECUENCIAS INJERTADAS 

Se diseæaron genes para codificar las secuencias 

injertadas gHl y gLi, y una serie de oligonuoleótidos de 

traslapes se diseæaron y construyeron (figura 10) Se 

empleó una tØcnica de ensemble por PCR para construir los 

genes de la region 5 injertados con CDR. Se prepararon 

volümenes de reacción de 100ii que contienen 10 mM Tris-HC1 

pH8.3, 1.5 mM MgC12, 50 mM KCI, 0.001 % gelatina, 0.25 mM 

de dATP, dTTP, dCTP, y dGTP, 1 pmol cada uno de los 

cebadores internos (Ti, T2, T3, Si, B2, B3) , 10 pmoles de 

cada uno de los cebadores externas (El, Ri), y una unidad 

de polimerasa Taq (Amplitaq, Applied BioSystems, catÆlogo 

no. N808-0171) . Los parOmetros del ciclo par PCR fueron 

94°C para 1 minuto, 55°C para 1 minuto y 72 °C para 1 

minuto, par 30 ciclos. Luego se corrieron los productos de 

reacción en un gel de agarosa al 1.5%, se extirparon y 
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recuperaron usando las columnas de giro QIAGEN (kit de 

extracción con gel QlAquick no, de catÆlogo 28706) . Se 

eluyó el ADN en un volumen de 30 t1. Las alicuotas (1 jt1) 

del ADN gHl y gLi luego se clonaron dentro del vector de 

clonación InVitrogen pOR2.1 TOPO (catÆlogo no. K4500-01) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este vector 

que no es de expresión sirve coma un iritermediaria de 

clonación para facilitar la formación de secuencia de un 

gran nümero de clones. Sc usó La formación de secuencias de 

ADN usando cebadores especifioos del vector para 

identificar los clones correctos que contiene gHl y gLi, 

creando plÆsmidos pCR2.1 (544gHl) y pCR2.1 (544gLl) 

(Elguras 11 y 12) 

Se utilizó un mØtodo de reemplazo de un casete de 

oligonucleótido para crear los injertos humanizados gH4, 5, 

6 y 7, y gL2. La figura 13 muestra ci diseæo de los casetes 

de los oi–gonucleótidos. Para construir cada variante ci 

vector pCR2.1 (544gH1) a pCR2.l(544gLl)) se corta con las 

enzimas de restricción mostradas (Xmal/Sacll para la cadena 

pesada, Xmal/BstEll para la cadena ligera) . El fragmento 

del vector grande se purificó con gel a partir de agarosa y 

se uso en el ligamiento con el casete de oligonucleótido. 

Estos casetes estÆn compuestos de dos oligonucleótidos 

complementarios que se muestran en La figure 13, Se mezolan 

a una concentración de 0.5 pmoles/tl en un volumen de 200 

pl 12.5 N Tris-HC1 pH 7.5, 2.5 mM MgC12 25 mM NaCl, 0.25 mM 

dittoeritritol. La combinación de los pares base se logra 

al calentar al 95°C por 3 minutos un baæo de agua (volumen 

500 ml) luego se deja que La reacciôn se enfrIe lentamente 

haste temperatura ambiente. El casete de oligonuoleótido 

combinado en sus pares base luego se diluye 10 veces en 
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agua antes de la ligación en el vector de carte 

adecuadamente. Se usó la formación de secuencias de AIDN 

para confirmar la secuencia correcta al crear los plÆsmidos 

pCR2.1 (5/44-gH4-7) y pCR2.1 (5/44-gL2) . Las secuencias 

injertadas verificadas luego se subclonaron en los vectores 

de expresión pMRR14 (cadena pesada) y PMR10.1 (cadena 

ligera) 

IV. ACTIVIDAD DE ENLACE DE CD22 DE LAS SECUENCIAS 

INJERTADAS EN CUR 

Los vectores que codifican las variantes injertadas se 

cotransfeotaron en cØlulas CI-lO en una diversidad de 

combinaciones junta con las cadenas de anticuerpo quimØrico 

original. Se comparó la actividad de enlace en un ensayo de 

competición, al competir el enlace del anticuerpo 5/44 

original de ratón para el enlace a la cŁlula Ramos 

(obtenida de ATCC, una linea celular de linfoblasto de 

linforna de Burkitt que expresa la superficie CD22) . Este 

ensayo se considerô la mejor forma de comparar los injertos 

en su capacidad pare enlazarse a la superficie celular 

CD22. Los resultados se muestran en las figuras 14 y 15. 

Coma se puede observar hay muy poca diferencia entre 

algunos de los injertos todos efectuados mÆs efectivamente 

que el quimØrico al compartir contra el precursor murino. 

La introduoción de los tres residuos humanos adicionales al 

final de CDR-H3 (gH5 y gH7) no parece haber afectado el 

enlace. 

La oombinación de injerto con el nümero menor de 

residuos de murina gLlgH7 se seleccionó. El injerto de 

cadena ligera gLi tuvo 6 residuos de donador. Los residuos 

V2, V4, L37 y Q45 son residuos de empaque potencialmente 
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importantes El residue H38 estÆ en la interfaz VH/VL. El 

residue D60 es un residuo de superficie cercano a CDR-L2 y 

puede contribuir directamente al enlace de antIgeno. De 

estos residues V2, L37, Q45 y D60 se encuentran en la 

secuencias de la llneas germinal de los genes kappa humanos 

de otros subgrupes. El injerto cia cadena pesada gH7 tiene 4 

residues de estruotura del donador (el residue R28 se 

considera que es parte de CDR-H1 bajo la definición 

estructural usada en el injerto de CDR (ver Adair et al. 

(1991) , solicitud PCT No. w091/09967) ) Los residuos El y 

A71 son residuos cia superficie cercanos a CDR. El residue 

148 es un residue de empaque potencial. El residue 193 estÆ 

presente en la interfaz VH/VL. De estos residues, El y A71 

se encuentran en otros genes de linea germinal del subgrupo 

humane 1. El residue 148 se encuentra en el subgrupo 4 de 

la linea germinal humana 4 y 173 se encuentra en el 

subgrupo 3 de la linea germinal humane. 

El ADN complete y la secuencia de pretelna de la 

cadena ligera y de la cadena pesada, incluyen una posición 

aproximada de intrones dentro de los genes de resgión 

constante suministrados per los vectores, se muestran en la 

figura 16 y se dan en SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:28, 

respeotivamente, para la cadena ligera y SEQ ID NO:31 y SEQ 

ID NO:30, respectivamente, para la cadena pesada. 

El ADN que codifica estos genes de cadena ligera y 

pesada se extirpó de estos vecteres. El ADN de cadena 

pesada se digirió en el sitlo 5’ Hindill, luego se trató 

con el fragmento Kienow de la polimerasa de ADN de E. coli 

I para crear el extreme con puntas remas S’. El 

desdeblamiento del sitie 3’ EcoRl resulta en fragmentos de 

cadena pesada que se purificaron a partir de geles de 



agarosa. De la misma manera se produjo un fragmento de 

cadena ligera, cerrado en puntas romas en el sitio 5’Sful y 

con ci sitic 3’EcoRI. Se cionaron ambos fragmentos en D1-JF’R 

con base en los vectores de expresión y se usaron para 

generar lineas celulares estables en cØlulas CHO. 

EJEMPLO 3 

CONJUGACION DE LA Nec-GAMMA CALIQUEAMICINA DMH AOBUT AL 

ANTICtJERPO HUMANIZADO ANTI-CD22 (G5/44) 

En una reacción tipica de conjugación, el 

anticuerpo humanizado anti -CD (G5/44) se conjugô a 

Nac-gamma caliqueamicina DMH AcBut OSu (derivado de 

caliqueamicina) (ver figure 17), en donde la 

concentración de la protelna objetivo fue de 7.5 

mg/ml y la carga del derivado de caliqueamicina foe 

de 8.5 por ciento en peso de la proteina. La reacción 

objetivo en su pH fue 8.5 – 0.2, y las 

concentraciones objetivo de los otros componentes de 

reacción fueron como siguen: 50 mM del Æcido N-(2-

.

Hidroxietii)piperazina-N’-(4-butansulfónico) (HEPES), 

37.5 mM de decanoato de sodio, y 9% v/v de etanol 

total. Se efectuó la reacción a 33° – 2°C durante 1 

hora. Los resultados del anÆlisis de esta reacción 

tipica previo a la purif–cación fueron como gigue: 

ProteIna: 7.34 mg/ml; carga de caliqueamicina: 82.7 

g/ml; agregado: 93.25%; y protelna no conjugada 

(LCF) ; 1.07% (UV area % por CLAR) 

El efecto de diversos tensoactivos aditivos 
y

sus 

concentraciones en ci rendimiento y pureza del 

producto, se probaron para determiner su efecto en la 

producción del monómero conjugado (ver tabla 2) . Se 
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importantes El residue H38 estÆ en la interfaz VH/VL. El 

residue D60 es un residuo de superficie cercano a CDR-L2 y 

puede contribuir directamente al enlace de antIgeno. De 

estos residues V2, L37, Q45 y D60 se encuentran en la 

secuencias de la llneas germinal de los genes kappa humanos 

de otros subgrupes. El injerto cia cadena pesada gH7 tiene 4 

residues de estruotura del donador (el residue R28 se 

considera que es parte de CDR-H1 bajo la definición 

estructural usada en el injerto de CDR (ver Adair et al. 

(1991) , solicitud PCT No. w091/09967) ) Los residuos El y 

A71 son residuos cia superficie cercanos a CDR. El residue 

148 es un residue de empaque potencial. El residue 193 estÆ 

presente en la interfaz VH/VL. De estos residues, El y A71 

se encuentran en otros genes de linea germinal del subgrupo 

humane 1. El residue 148 se encuentra en el subgrupo 4 de 

la linea germinal humana 4 y 173 se encuentra en el 

subgrupo 3 de la linea germinal humane. 

El ADN complete y la secuencia de pretelna de la 

cadena ligera y de la cadena pesada, incluyen una posición 

aproximada de intrones dentro de los genes de resgión 

constante suministrados per los vectores, se muestran en la 

figura 16 y se dan en SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:28, 

respeotivamente, para la cadena ligera y SEQ ID NO:31 y SEQ 

ID NO:30, respectivamente, para la cadena pesada. 

El ADN que codifica estos genes de cadena ligera y 

pesada se extirpó de estos vecteres. El ADN de cadena 

pesada se digirió en el sitlo 5’ Hindill, luego se trató 

con el fragmento Kienow de la polimerasa de ADN de E. coli 

I para crear el extreme con puntas remas S’. El 

desdeblamiento del sitie 3’ EcoRl resulta en fragmentos de 

cadena pesada que se purificaron a partir de geles de 
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corrieron reacciones en donde todo se mantuvo constante 

excepto para el aditivo y su coricentración. Los 

conjugados producidos a partir de estas reacciones se 

analizaron para concentración de protelnas, carga de 

caliqueamicina, contenido de agregados y LCF. Aurique 

todos los Æcidos n-carboxilicos en el rango del C6 

(hexanoato) al C12 (dodecanoato) dieron resultados 

aceptables, los mejores resultados globales (bajo LCF, 

bajo agregado, y alta recuperación del conjugado 

monomØrico se obtuvieron con decanoato en un rango de 

concentración de 30 mM a 50 mM. 

TABLA 2: EFECTO DE LA IDENTIDAD DEL ADITIVO Y LA 

CONCENTRACION EN LOS RESULTADOS DE CONJUGACION 

Aditivo/concentración Recuperación 

de proteina 

(% de 

recuperación) 

Porcentaje 

de agregado 

Porcentaje 

de LCF 

Hexanoato-500 mM 51.3 3.36 38.3 

Heptanoato-400 mM 49.9 4.7 20.6 

Octanotato-200 mM 57.3 3.27 10.6 

Nanonoato-100 mM 54.7 1.41 0.3 

Decanoato-50 mM 56.7 1.35 0.2 

Undecanoato-20 mM 46.9 2.95 0.6 

Dodecanoato-5 mM 65.6 0.78 7.0 

EJEMPLO 4 

PROCESO DE PURIFICACION CROMATOGRAFICA 

I. PROCESO DE SEPARACION CROMATOGRAFICA 

Aunque se identificó el flujo rÆpido 4 de butil 

sefarosa como los mejores medios HIC, se pueden obtener 

resultados aceptables con alteraciones ligeras en las 
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coridiciones cromatogrÆficas usando otras resinas tales coma 

el flujo do rÆpido do octil sefarosa, PPG-6000 (Tosoh 

Biosop), FractogeJ. END Propyl (EM Processing) y Source 

151S0 (lmersham Biosciences, Piscataway, NJ) 

El material do partida pare la purificeción fue una 

mezcla de reaoción de conjugación que contiene 7.2 mg/ml do 

protolna a una carga de derivado de caliqueamicina de 83 

ig/mg, con un contonido do agregado de 10.1% (par ciento de 

Area par CLAR), y un contenido LCF de 5.6% (par ciento do 

area por CLAR) 

DespuØs do que se finalizó la reacción do conjugación, 

se diluyó 4 veces la mezclLa de reacción par la adiciôn do 

una soluoión de fosfato de potasio hasta una concentración 

de 0.7 N (pH 8.2) . DespuØs do mezclar, la solución so 

filtró a travØs de filtros do 0.45-micras. La solución 

dilulda se cargo en una columna de flujo rÆpido de butil 

sefarosa 4. La cantidad total do protelna cargada a la 

columna fue 29 mg par ml de volumen de locho. DespuØs do un 

lavado con fosfato de potasio 0.7 N, se eluyó la columna 

usando un gradiente por etapas desde 0.7 N a 4 mM de 

fosfato de potasio, pH 8.2. se acumularon las fracciones 

diluidas en el gradiente de etapas pare un procesamiento 

adicional, con un acumulado que consiste de un conjugado 

monomØrico monor de 1% de area de cada agregado y LCF. Este 

acumulado se cargo en una columna desaladora Sephadox G--25 

(Amersahm Biosciences) para intercambia con una soluciOn 

amortiguadora adecuada para farmulación quo consiste do 20 

mM tris-Cl y cloruro de sodio 100 mM a un pH do 8.0. La 

preparación, CMC-544 intercambiada con amortiguador 

purificada tuvo las siguientes propiodados: carga de 
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caliqucamicina: 81 pg/mg; agregado: 0.4% (area por CLAR) 

LCF: 0.8% (area por CIJAR) 

EJEMPLO 5 

ANALISIS DEL ENLACE DEL INMUN000NJUGADO NAC-GAMMA 

OALIQUEAMICINA DMH ACBUT-G5/44 (CNC-544) 

El inmunoconjugado del anticuerpo humanizado anti-CD22 

(G5/44), con caliqueamicina (CMC-544) generado por ci 

proceso anterior de conjugación se analizó en un estudio de 

enlace pare determiner si el conjugado generado usando el 

proceso mejorado tuvo algün efecto adverso en el enlace de 

antigeno. La tabia 3 muestra que el procedimiento de 

conjugación no tiene ningn impacto en la afinidad de 

enlace de antigeno del anticuerpo. El inmunoconjugado CMC-

544 hecho por ci nuevo o anterior procedimiento de 

conjugación eniazado al antigeno objetivo con afinidades 

similares, que no difieren de aquella del anticuerpo no 

conjugado G5/44. 

TABLA 3: AFINIDADES BE ENLACE DE CMC-544 HECHAS AL USAR LOS 

DROCEDIMIENTOS DE CONJUGACION CMA-676 Y CMC-544 

nticuerpo KD (M) K (1/N) K (1/3) Ka (1/Ms) Porcentaje 

Anti-CD22 LCF 

G5/44 1.30x10 -10 7.90x109 2.80x105 2.20x105 100 

human i zado 

CIC-544 (21 1 12010 8.10x109 6.10x10 4.90x105 25 

g/m1) 

(procedimiento 

cMA- 676) 

cMC-544 (87 ii 6.60x10 6.90x105 4.60x105 3.3 

jg /ml) 

(procedimiento 

cNC-544) 



El anÆlisjs de biosensor se efectuô usando un BlAcore 

2000 (BlAcore AB, Uppsala, Suecia) . Se inmovilizd de forma 

covalente el CD22mFc en una microplaqueta biosensora 

recubierta con carboximetil dextrano activada con N-

hidroxisuccinimida (CMS) usando una quimica de acoplamiento 

de aminas estÆndar a una densidad de protelnas de 

aproximadamente 2000 unidades de resonancia. Se diluyeron 

las muestras de CMC-544 o G5/44 en la soiución 

amortiguadora HBS (10 mM HEPEs, pH 7.4, que contiene 150 mM 

NaCl, 3 mM EDTA y 0.005% polisorbato 20 (v/v)) y se 

inyectaron en un rango de concentración de 1 a 100 nM 

durante la superficie de microplaquetas de biosensor 

recubiertas con CD22mFc a una relación de flujo de 30 

.tl/min durante 3 minutos para permitir el enlace. DespuØs 

de la fase de enlace, se observó la disociación del 

anticuerpo enlazado a la lavar la microplaqueta con 

disoluoión amortiguadora HBS durante un periodo de 15 

minutes. Se regcnerÆ la superficie antigØnica al lavar la 

microplaqueta sensora con 15 tl de la solución 

amortiguadora de regeneración (10 mM NaOH y 200 mM NaCl) 

durante 30 segundos, seguido por un tiempo de 

estabilizaciÆn de 2 minutos antes del siguiente ciclo. Se 

calcularon las constantes cinØticas con un anÆlisis de 

regresión de mlnimos cuadrados no lineales usando un modelo 

de ajuste de curvas de enlace de 1:1 Langmuir y un programa 

de BIA evaluación (version 3.0, BlAcore) . El enlace del 

antIgeno de CMC-544 se evaluó per un anÆlisis de resonancia 

de plasmón de superficie utilizando CD22mFc inmovilizado 

covalentemente en una microplaqueta biosensora. Los 
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resultados de los anÆlisis cinØticos de los enlaces de CMC-

544 y G5/44 a CD22mFc muestran que despuØs de que se 

ajustaron globairnente los dates a un modela de enlace de 

1:1 Langmuir can compensacidn para la transferencia de 

masa, tanto CMC-544 coma el G544 son conjugar enlazado a 

CD22 con una afinidad similar (CMC-544:CD22 KD = 200 pM; 

G5/44: CD22 KD 235 pM). La conjugación a la 

caliqueamicina no impactó la capacidad de G5/44 para 

enlazarse efectivamente a CD22mFc. 

El enlace de CMC-544 y G5/44 a CD22 expresado en la 

superficie de las cØlulas del linfoma B tambiØn se examinó 

par citometria de flujo. El Anti-CD33 rnAb gemtuzumab 

(hP67.6) y su conjugado de caliqueamicina CMA-676 

(gemtuzumab ozogamicin) se usaron como controles que 

coiriciden con el isotipo en esta evaluaciôn. El Rituximab 

(RituxanTM), un mAb 0D20 anti-humano de IgGi humano 

quimØrico, se usó coma un control positivo. Los IgGi y IgG4 

policlonales humanos purificados tambiØn se usaron como 

controles negativos. El enlace de OMC-544 y G5/44 a CD22 en 

SRamos a RL BCL fue similar y es diferente de aquel del IgG4 

paliclonal humano. RL BCL desplegó una menor expresión de 

superficie de CD22 que el Ramos BCL. En contraste, el 

enlace de CMA-676 a gLlgH7 a BCL fue similar con aquel del 

IgG4 policlonal humane consisterite con su falta de 

expresiÆn de CD33 (no se muestran los dates) Las mismas 

cØlulas demastraran un fuerte enlace de anti-CD20 rituximab 

(RituxanTM) . A diferencia de hL67.6 y CMA-676, ni OMC-544 

ni G5/44 demostraron ningdn enlace a las cØlulas de 

leucemia CD22 CD33 HL-60 (no se muestran los dates) 

Estos resultados sugieren que la conjugación de G5/44 con 

caliqueamicina no afecta su especificidad de antigeno. CMC-



544 espeolficamente reconoce al CD22 en cØlulas B humanas, 

pero no en cØlulas 3 de murina, rata, canino, porcino, 0 

primate (cinomolgus y resus) (no se muestran los datos) 

EJEMPLO 6 

ANALISIS DE LOS EFECTOS IN VITRO F IN VIVO DE CMC-544 

I. CITOTOXICIDAD IN VITRO 

El efecto de CMC-544 hecho al usar los procesos CMA-

676 y CMC-544 en el crecimiento in vitro de las lineas 

celulares del linfoma de cØlulas B CD22, RL, Daudi, Raji y 

Ramos, se compararon. Un conjugado de caliqueamicina que 

coincide con el isotipo dirigido al C033 humane (CMA-676) 

se usó para reflejar los efectos no especificos del 

antlgeno del conjugado. El uso del DM1-I de caliqueamicina N -

Ac gamma sin conjugar (el fÆrmaco liberado del conjugado 

con la hidrólisis Æcida) en esta evaluación indica que cede 

una de estas llneas celulares usadas fue sensible a los 

efectos letales de la caliqueamicina. La tabla 4 muestra 

los resultados de estas evaluaciones con base en la 

equivalencia de la caliqueamicina y la tabla 5 muestra 

estos resuitados expresados como las concentraciones de la 

proteina de anticuerpos conjugados. La administración 

mediada por CD22 de la caliqueamicina a las cØlulas CD22 

fue al menos 10 veces mas eficiente al exterminar las 

cAlulas objetivo que el fÆrmaco sin conjugar mismos. El 

conjugado de control que coincide con el isotipo (CMA-676) 

mostrô citotoxicidad que fue menor o similar a la del 

derivado de caliqueamicina sin conjugar. Es evidente de la 

tabla 4 que el conjugado hecho per el proceso de 

conjugación CMC-544 puede generar un efecto citotóxico 

equivalente a concentraciones inferiores de anticuerpos qua 

el conjugado hecho por el proceso de conjugación CMA-676. 



TABLA: 4 INHIBICION DEL CRECINIENTO POR CALIQUEAMICINA 

CONJUGADA (IC50 Pm de CalLiqueamiciria) 

Lineas de Proceso Proceso Control N-acetil gamma 

linfoma de CMC-544 CMA-676 negativo caliqueamicina 

cØlulas 3 carga CMC- carga CMC- CMA-676 DMH 

544 65tG/MG 544 35G/MG carga 

35tG/MG 

P3 #1 6 30 600 226 

#2 12 40 400 270 

Daudi #1 21 80 1886 260 

Raji #1 500 ND 2800 460 

#2 560 520 4100 490 

Ramos #1 200 130 ND 700 

#2 260 ND ND 1000 

* ND, no determinado 
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TABLA 5: INHIBICI6N DEL CRECIMIENTO DEL ANTICUERPO 

CONJUGADO (1050 Jg/mL DE ANTICUERPO) 

Lineas de Procesa Proceso Control Control de 

linfoma de CMC-544 CMA-676 negativo anticuerpo 

cØlulas B carga CMC- carga CMC- CMA-676 

544: 544: carga 

65jtG/MG 351.iG/MG 35tG/MG 

RL 41 0.09 0.86 17.14 >100 

42 0.18 1.14 11.43 >100 

Daudi #1 0.32 2.29 53.89 >100 

Raji#1 7.69 >100 

#2 8.62 14.86 117.14 >100 

Ramos #1 3.08 3.71 ND >100 

#2 4.00 ND ND >100 

* ND, no determinada 

Citotoxicidad In viva: CMC-544 hecho par el proceso 

CMC-544 se evaiuo ademas en xenoiniertos de linfoma de 

cAlulas B. En estos estudios dos tumores de linfoma de 

cØlulas B, RAMOS y RL se utilizaron. El linfoma RL es una 

linea celular derivada de NI-IL que no es Burkitt mientras 

que RAMOS se derivo originalmente de linfoma Burkitt. En un 

experimento representative que se muestra en la figura 18, 

CMC-544 y su contra parte del anticuerpo de murina se 

mostró que fueron eficaces al inhibir en una forma 

dependiente de la dos.is el crecimiento de linfoma de 

cØlulas B RAMOS. 

El conjugado del anticuerpo humanizado se mostrô que 

era mØs potente que su contraparte murina. En este 
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estudio la dosis menor de conjugado de caliqueamicina 

capas de provocar una inhibición importante en el 

crecimiento de linfoma fue de 10pg/kg del Nac-gamma 

caliqueamicina DMH conjugado. En contraste en anticuerpo 

no conjugado G5/44, a 10 mg/Kg administrado do forma 

intraperitoneal en un programa similar como conjugado no 

tuvo efcto en el crecimiento del tumor. 

Se efectuaron estudios similares utilizando el rnodelo 

de linfoma RL. La tabla 6 muestra en anÆlisis combinado de 

tres experimentos difererites en los cuales los efectos 

antitumor de CMC-544 so evaluaron en los tumores RL NHL con 

etapas de 300-400mg en tamaæo en ratones desnudos. El CMC-

544 en una forma dependiente de la dosis provocó quo los 

tumores regresaran en un periodo do tiempo do tres sernanas. 

La dosis miriimamente efectiva de OMC-544 en el modelo de 

linfoma RL se estableció de anÆlisis estadIstico do estos 

estudios para hacer 20.ig/kg con base en el contenido do 

caliqueamicina. No hubo muertes en ninguno de estos tres 

estudios. La dosis superiores (60-320 .xg/kg) de CMC-544 

provocaron una regresión casi completa de linfoma RL. Al 

tomarse juntos los resultados obtenidos con los dos modelos 

do linfoma de cØlulas B do muestran elaramente la capacidad 

de OMC-544 pare provocar una regresión de tumor. 



TABLA 6: EFECTO ANTITUMOR DE CMC-544 CONTRA LOS 

XENOINJERTOS RL NHL EN RATONES DESNUDOS 

Dosis de 

caliqueamicina 

p.G/KG 

Crecimiento de 

tumor media 

relativo 

% T/C2 Valor P contra 

vehiculo 

VehIculo 6.74 -

20 2.87 43 0.011 

40 1.34 20 <0.001 

60 0.58 9 <0.001 

80 0.54 8 <0.001 

160 0.21 3 <0.001 

320 0.10 1 <0.001 

crecimiento  tumor relative (RTG) calcul a do come (ma s ade 

tumor en la semana 3/masa de tumor al dia 1) Para cada animal 

2 100* (RTG media Para una dosis de CMC--544 / RTG media Para 

el grupo de vehIculo) 

13 valor p a partir de una comparacidn de prueba T de un lado 

de CMC-544 contra vchlculo usando un RTG transformado en 

jerarquia come la variable de respuestas. El tØrmino de error 

Para todas las pruebas T se basa en la variante acumulada S2 

a travds de todos los grupos de tratamiento (s2l54.54). 

La capacidad de CMC-544 hecha por el riuevo 

procedimiento para inhibir ci crecimiento de xenoinjertos 

de linfoma de cØlulas B grandes establecidos usando los 

modelos de linfoma RANOS y RL tambiØn se investigó. Sc 

dejaron crecer los tumores y dejaron etapas hasta 1.5 o 2g 

de la mass de tumor despuØs de lo cual se administrd CMC-

544 a un control negative en conjugado que coincide con ci 

isotipo (CMA-676) intraperitonealmente a una dosis de 

160tg/kg de caliqueamicina conjugada manteniendo el 
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programa original de dosificación los dies 1, 5 y 9. El 

misrno programa de dosificación se mostró previo para 

provocar una regresión de large duraciôn en los tumores en 

pequeæas etapas (ver table 6) . Coma se muestra en la figura 

19, la administración de CMC-544 a los ratones que soportan 

linfomas RAMOS grandes provocaron una regresión gradual de 

la masa de linfoma persistente y para el die 20 tres de los 

cuatro ratones que tenian tumores estaban libres de 

tumores. Al observar estos ratones liberados de los tumores 

haste el dIe 50, no indicó ningün nuevo crecimiento de 

linfoma RANOS regresivo. En contraste, el control 

coincidente de isotipo CMA-676 no tuvo efecto en el 

crecimiento de tumor. Cuatro de cinco ratones que soportan 

tumores grandes tratados con CMA-676 se tuvieron qua 

sacrificar antes del dia 15 debida a que su carga de 

tumores estaba cercana al 15% de su peso corporal. 

Se usó un experimento similar usanda CMC-544 en el 

modelo de linfoma RL. La administraciÆn intraperitoneal de 

160j.ig/kg a una dasis de >90% en un programa similar coma se 

Sdescribe antes provocó una regresiôn de CMC544 de la mesa 

persistente de linfoma RL dentro de 30 dies. Sin embargo 

pare el die 45, dos ratones en este grupo con linfoma 

encogido mostraron un nuevo crecimiento de los tumores. 

Estas resultadas indican que el CMC-544 puede provocar 

regresión de linfomas pequeæos establecidos asi coma 

grandes. En un nümero pequeæo de estudios qua no se 

muestran aqul, los linfomas RL que volvieron a crecer 

esporÆdicamente despuØs de la regresión inicial inducida 

par CMC-544 se volvieron a tratar nuevamente con CMC-544. 

Estas estudios mostraron qua los tumores RL todavia eran 

responsables en un segundo curso de tratamiento con CMC-544 
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y regresaron nuevamente. Asi el tratamiento con CMC-544 

puede ser efectivo contra mesas pcqueæas y grandes de los 

linfomas de cØlulas B con el potencial de una terapia de 

repeticiôn. 

II. COMPARACION IN VIVO DEL CONJUGADO HECHO CON LOS 

PROCESOS DE CONJUGACION CMA-676 Y CMC-544 

La figure 20 muestra los resultados de un experimento 

representativo en ci cuai ratones que soportan linfoma RL 

en etapas recibieron dos dosis diferentes (80 y 320.xg/kg de 

caliqueamicina conjugada) de CMC-544 hecha usando el 

proceso de conjugación CMA-676 y el proceso de conjugación 

CMC-544 utilizando ci programa de dosificación estÆndar. La 

eficacia antitumor observada fue dependiente de la dosis 

como se espera y no hubo diferencia en la eficacias de las 

otras dos preparaciones CMC-544. En contraste la N-acetil-

gamma caliqueamicina de DMH sin conjugar administrada 

int rape ritonealmente a 160g/kg fue inactiva. Sin embargo, 

se debe enfatizar que pare cada dosis de caliqueamicina 

conjugada, la cantidad de proteina de anticuerpo 

administrada en forma de un conjugado fue cuatro veces 

mayor para CMC-544 hecha por ci proceso CNA-676 contra 

aquella que se hizo por el proceso CNC-544. Ye que ci 

contenido de caliqueamicina de conjugado objetivo es 

responsabie principalmente de provocar ci efecto antitumor, 

es posibie administrar la cantidad requerida de 

caliqueamicina por medic del conjugado hecho por el nuevo 

procedimiento usando cantidades mucho mas peueæa del 

anticuerpo de direccionamiento. La carga aumentada por ci 

conjugado hecho por el proceso CC-544 se debe en efecto a 

la faita de cantidades importantes de la fracción baja 
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conjugada (LCF) 

III. TRATANIENTO DE TUMORES RESISTENTES A RITUXIMAB 

(RITUXANfi 

La siguiente pregunta a explorarse fue si los 

linfomas de oØiLula B que crecen despuØs de la 

descontinuación del tratamiento con rituximab anti-

CD20, comercialmente disponible (Rituxanfi todavia 

responden al tratamiento con CMC-544. En este punto, 

los linfomas RL (no en etapa) desarrollados se tratan 

con rituximab (Rituxanfi durante tres semanas. Conforme 

la terapia de rituximab (Rituxanfi continua, se inhibe 

el crecimiento del linfoma RL. Una vez que cesa la 

terapia de rituximab (Rituxanfi , los linfomas RL crecen 

rÆpidamente hasta el tamaæo de -4 g de mesa, tiempo al 

cual se tratan con CMC-544 a la dosis intraperitoneal 

de 160tg/Kg. Coma se muestra en las Figures 21 y 22, 

estos linfomas RL todavIa responden a CMC-544 con 80% 

de los ratones que estÆn libres de tumor por el die 60. 

De esta manera, el CMC-544 es capaz de causer el 

regreso de linfomas de cØlula B con tres dosis que 

podrian solo inhibir por la dosificación continua de 

rituximab (Rituxanfi 

EJEMPLO 8 

EFECTO IN VIVO E IN VITRO DE CMC-544 

I. ESTUDIOS DE ENLACE Y TOXICIDAD 

El CMC-544 se evaluó para su enlace a CD22 y 

tambiØn pare su actividad en modelos in vivo e in 

vitro. El CMC--544 tambiØn se compara al CMA-676, un 

conjugado de control agrupado de isotipo de 

hP67.6(IgG4) con caliqueamicina enlazada a AcEut, y a 
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rituximab (Rituxanfi) un IgGi anti -CD 20 mAb quimØrico, 

(IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA.), que estä 

comercialmente disponible y se adguiere de Medworid 

Pharmacy (Chestnut Ridge, NY) . Se usan los siguientes 

ariticuerpos en los estudios de domino enlazados a 

G5/44: 8U12 (Celitech, Slough, RU); BLOAM, HD239 (Santa 

Cruz Biotech, san Cruz, CA) ; RFB-4 (Anceil Corp, 

Bayport, MN); SHCL-1, Leu 14 (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ); 4KB128 y To 15 (Dako Corp, 

Carpinteria, CA) ; M6/13 y M5/44 (Ceiltech, Slough, RU) 

Los anticuerpos adicionales usados en los estudios de 

bloqueo fueron SJ10 (Immunotech, Fullerton, CA) y 

M17.1.1, M19.1.1, M38.1.1 (Ceiltech, Slough, RU). Las 

ilneas celulares para los estudios incluyen liriea de 

cØlula de linfoma Burkitt que incluyen Ramos (CRL-1923) 

y la llnea de cØlula de linfoma no de Hodgkin (NHL) RL 

(CRL-2261) se obtienen todas de la American Type 

Culture Collection. Las ilneas de cØlula se determirian 

pare estar fibres de micoplasma per ci ensayo de 

Sdetección de micoplasma de reacción de cadena de 

polimerasa (ATCC, Manassas, VA). Las ilneas celulares 

se mantienen como oultivos de suspension en un medic 

RPMI mÆs EBS al 10%, HEPES 10mM, piruvato de sodio 1 

mM, glucose al 0.2%, penicilina G sodio 100 U/mi, y 

sulfato de estreptomicina 100 g/ml. 

Se evalæa si ci G5/44 puede o no inhibir el enlace 

de mAbs de murino de especificidad conocida al CD22 por 

anOlisis BlAcore usando Fc-CD22 inmovilizado a la 

microplaqueta BlAcore CM5. Las unidades de resonancia 

de plasmOn de superficie (RU) obtenidas con y sin 

saturación previa del Fc-CD22 inmovilizado con 55/44 se 
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comparan. Se realize un anÆiisis de interacción 

biomolecular usando BIACORE 2000. Los anticuerpos se 

pasan sobre una superficie de control en blanco (flujo 

celular 1, sirve como un control, no so acopló 

protelna) y la superficie de prueba de Fc--CD22 (flujo 

celular 2) inmovilizado en una rnicroplaqueta senscra 

CM5, por medio do una quimica do acoplamiento de amine 

al nivel de 9,042 RU. El sensograma resultante fue la 

respuesta (RU) en el flujo celular 2 menos la respuesta 

(RU) en el flujo celular 1. se obtiene un segundo 

sensograma al saturar primero los flujos celulares con 

G5/44 (100 tg/ml) antes de la introducción de mAbs 

murino contra CD22 que se ha caracterizado previamente 

para su enlace. Inmediatamente durante la medición de 

La respuesta G5/44, los mAbs anti-CD22 de murino se 

tratan por perfusion individualmente sin remover el 

G544. La segundo respuesta combinada generada debido al 

enlace del mAb anti-CD22 murino al 0D22 recubierto con 

G5/44, tarnbiØn so registra. Si el antiduerpo murino se 

erilaza oiL CD22 en sitios no relacionados a aquellos 

ocupados por G5/44, entonces las respuestas combinadas 

serÆn aditivas. Si el enlace de G5/44 a CD22 interfiere 

con o evita el enlace del segundo anticuerpo, entorices 

las respuestas combinadas no serÆn aditivas. Cada una 

de las segundas mediciones combinadas se corrigen para 

"fuera de relación" do la interacción G5/44:CD22. 

El G5/44 bloquea el enlace de solo aquelios 

anticuerpos que enlazan a]. epltopo A/domiriio 1 tio Ig 

do CD22 (SFICL1 Lou 14 y HD239), lo quo indica que G5/44 

tambiØn se enlaza en este dominio do CD22. los 

anticuerpos que se enlazan al epitopo B/dominio tipo Ig 
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3 de CD22 (RFB-4), epitopo C(dominio tipo Ig 4 de CD22 

(To 15) y dominic 2 tipo Ig de CD22 (4KB128), no se 

bloquean por G5/44. Estos resultados indican que el 

sitia enlazado a G5/44 en CD22 se localiza en el primer 

dominic tipo Ig debido a que previene el enlace de 

aquellos mJ\bs anti CD22 que reconocen el primer dominio 

tipo Ig de CD22 (epitopo ) Otro anticuerpo anti CD22, 

M6/13 (Celitech, Slough, RU) , de una subespecie 

desconocida tambiØn se bloquca por G5/44 (Ceiltech, 

Slough, RU) , de esta manera se mapea el sitio de enlace 

0 de M6/13 para el epitopo A/dominio tipo Ig de CD22. el 

anticuerpo M5/44, que tiene la misma especificidad come 

G5/44, inhibe el enlace de G5/44, y sirve coma un 

control positivo. El anticuerpo BU12 anti CD19 sirve 

come un control negativo en estas evaluaciones. Los 

resultados se resumen en la Tabla 7. 
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TABLA 7: ENLACE DE M/AB ANTI-CD22 DE MURINO CON 

ESPECIFICIDADES DEFINIDAS PARA FC-CD22 PREVIAMENTE TRATADO 

CON G544. RESPUESTA DE ENLACE EXPRESADA 00MG UNIDADES GE 

RESONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE (RU) 

Anticuerpo Dornirilo Respuesta Respuesta Respuesta Respuesta Enlace Irthibición 

Ig de 1 con 1 despuØs 3 3 del 2do por 0544 

Epitopo G544 del 2do (Respuesta ajustada mAb sin (%) 

de CD22 mAn anti 2-1) para 0544 

CD22 relaciôn ajustado 

"APROADA" para 

de 0544 respaldo 

Anti CD22, A 654.3 579.8 -74.5 9 29.3 69 

S1-ICL-1 1,2 

Leu 14 

Anti CD22 A 710.5 628.7 -81.8 1.7 19.3 91 

HD239 1 

Anti CO22 710.0 652.7 -57.3 26.2 152.4 83 

M6/13 

Anti CD22 5 703.5 1108.5 405 488.5 534 9 

RFB-4 3 

Anti CD22 691.0 1343.5 652.5 736.0 738.8 0 

4l128 2 

Anti CD22 C 676.9 1163.6 486.7 570.2 614.6 7 

To 15 4 

Anti CD22 Control 725.1 679.3 -45.8 37.7 613.9 94 

N 5/44 positivo 

Anti CD19 Control 686.2 602.7 -83.5 0 0 0 

5U12 negative 

Al usar mAbs de rnurino de especificidad conocida para 

dominios individuales para CD22, la capacidad de G5/44 para 

bloquear el enlace de estos anticuerpos a cØlulas B se 

investiga. Adicionalmente, la capacidad de los mAbs para 

bloquear el enlace de G5/44 a cØlulas B se investiga 

tambiØn. En estos estudios, se exponen primero 1 x 105 
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’3 

cØlulas Ramos al anticuerpo anti-CD22 murino (10 tg/m1 de 

G5/44 humanizado a anti-CD22 monoclonal de ratón) durante 1 

hora a 4°C antes de la exposición de las cØlulas al G5/44 

(10ig/ml) Las cØlulas se incuban durante 1 hora adicional 

a 4°C. DespuØs de los tratamiento del anticuerpo, las 

cØlulas S se peletizan y se lavan con PBS -BSA al 1% y se 

agrega el anticuerpo secundarlo apropiado (ya sea anti-

humano de cabra-FIT (cadena pesada y ligera) a anti-ratón 

de cabra-FITC (cadena pesada y ligera) ) a 1001 de una 

dilución 1:100 en PBS -BSA al 1% durante 30 minutos a 4°C. 

Las cØlulas se peletizan nuevamente, se iLavan, y se vuelven 

a suspender en PBS -BSA al 1% y se agregan a un tuba que 

contiene 250 l de PBS-formaldehIdo al 1%. Se mide la 

intensidad de fluorescencia asociada con las cØlulas por 

citometrIa de flujo usando el citómetro de flujo BD 

FACSart. 

Los resultados muestran que la exposición previa de 

G5/44 a cØlulas CD22+B resuiLta en la inhibición importante 

del posterior enlace de mAbs anti-CD22 M5/44 y M6/13. En 

contraste, el enlace de mAbs RFB4 anti-CD22, To15, HD239, y 

4KB a cAlulas B no se inhibe par G5/44. La carencia de 

inhibiciÆn importante de HD239 enlazado a las cØlulas B par 

55/44 coma se detecta par citometrIa de flujo fue 

inesperada, especialmente desde que el anÆlisis BThcore 

indica que G5/44 p’.ede bloquear el enlace de HD239 a CD22. 

La carencia de inhi1ci6n fuerte de HD239 enlazado par 

G5/44 puede explicarse on base en las diferencias en sus 

afinidades relativas para CD22. Cuando los mAbs anti -0D22 

de muririo anteriores se examinan para su capacidad pars 

inhibir el enlace de 55/44 a cØlulas B CD22+, SHCL1 y 

M6/13, pero no los otros mAbs anti-CD22, se inhibe el 
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enlace de G5/44. los epltopos de enlace de HD239 y SHCL1 se 

han mapeado para el primer dominio tipo Ig de CD22. Sin 

embargo, los epItopos reconocidos por 6/13 o M5/44 no se 

han mapeado. Los estudios de bloqueo detallado arriba 

indican que los anticuerpos anteriores reconocen epItopos 

localizados en el primer dominic tipo Ig de CD22, 

colectivamente conocido come epItopo A. 

Se incubaron veinte mil cØlulas Ramos con varies dosis 

de CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan(D) durante 96 horas. 

DespuØs de 96 horas, se mide la viabilidad celular par 

exclusion de yoduro de propidio analizado por citometria de 

flujo. La viabilidad media de 3 haste 6 pozos se calcula y 

la inhibición de respuesta a dosis de viabilidad celular se 

calcula pare los diversos tratamientos. La inhibicidn de 

respuesta de respaldo de viabilidad celular se calcula 

desde una concentración cero de CNC-544. La regresión 

loglstica se usa para probar si OMC-544 causa una 

inhibioiOn dependiente de la dosis estadisticamente 

importante del crecimiento de cØlulas Ramos sabre el range 

de dosis de 0.01 hasta 3 ng de caliqueamicina DMH/ml. La 

regresión logistica tambiØn se usO pare determinar Si la 

interacciOn de CMC-544 con rituximab (Rituxanfi fue 

estadisticamente importante. TambiØn se computarizarori 

cancentraciones inhibidoras medianas (1050) y la 

efectividad de cada tratamiento con relación al tratamiento 

solo con CMC-544 se registró. El anÆlisis estadIstico se 

condujo usando el procedimierito PROSIT en la version SAS 

8.2. 

Los resultados del estudia muestran que CMC--544 cause 

una irihibición dependiente de la dosis del crecimiento de 

cØlulas Ramos sabre el range de dosis de 0.01 hasta 3 ng de 
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DMH caliqueamicina/ml. La concentración inhibidora media 

(IC50) de solo CMC--544 fue 0.029 ng/ml. Las concentraciones 

de 2, 20, y 200 tg/ml de rituximab (Rituxanfi se agregarori 

a cØlulas tratadas con CMC-544 pare determiner su la 

interaccjón del rituximab (Rituxanfi con la actividad 

citotóxica de OMC-544 es estadIsticamente importante. El 

rituximab (Rituxan(D), agregado a 20 y 200jig/ml sin CMC-

544, no tiene un efeoto importante en el crecimiento 

celular por si mismo (111.7% y 94.0% de crecimiento del 

vehlculo, respectivamente) . En combinación con CMC-544, las 

tres concentraciones de (Rituxan(D) producen cambios 

estadIsticamente importantes (p <0.05) a la izquierda en la 

pendiente e intercepción de la curve de respuesta a la 

dosis de CMC-544. La combinacióri con 2 y 200 g/ml de 

rituximab produce los cambios mÆs grandes en las curvas de 

respuesta a la dosis. Estas 2 curvas no son 

estadIsticamente diferente una de la otra, pero son 

significativamente diferentes (p<0.05) de la combinación de 

dosis de 20).lg/ml. Un segundo estudio (resultados no 

reportados) confirma los resultados observados en el primer 

Ł estudio. Las concentraciones inhibidoras medias para las 

Ł combinaciones de 2, 20, y 200 .tg/ml de rituximab (Rituxan(D) 

mÆs CMC-544 son 0.0072, 0.081, y 0.0072 ng/ml, 

respect ivamente. Las concentraciones inhibidoras medias de 

CMC-544 mSs rituximab (Rituxanfi son aproximadamente cuatro 

veces mÆs potentes que la ICo solo de CMC-544 
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II ACTIVIDAD ANTI -TUMOR IN VIVO, XENOINJERTOS SUSCUTANEOS Y 

LINFOMAS CE CEL[JLA B SISTEMATICAMENTE DISEMINADOS EN 

RATONES SCID 

Ratonas atimicas desnudas, hembras, 18-22 g, se les da 

una irradiación corporal total (400 reds) . La irradiación 

suprime edemas ci sistema inmune de los ratones para 

aumentar la toma de tumor. Tres dies despuØs de la 

irradiación, los ratones se inycotan subcutÆneamente con 

cØlulas 107 R  en Matrigel (Collaborative Biomedical 

Products, Belford, MA, diluidos 1:1 en un medic RPMI) en el 

dorso, fianco derecho. Cuando los tumores alcanzan el 

tamaæo apropiado, (0.3g, tipicamente 21 dIas despuØs), ci 

CNC-544, rituximab (Rituxanfi o terapia CHOP (ver abajo) se 

administran en solución saline estØril, 0.2 ml/ratón ip. El 

dIe inicial de la administración de fÆrmaco se considera el 

dia 1. se dan dos dosis adicionales los dies 5 y 9 

(tratamiento = q4Dx3) . La terapia CHOP consiste de 

ciciofosfamida (C), (Cytoxanfi Bristol -Meyers Squibb Co., 

Princeton, NJ) 40 mg/kg ip; doxorubicina HC1 (H) , (Sigma -

Aldrich, Co., St. Louis, MC) 3.3 mg/kg ip; vincristina (0), 

(GensiaSicor Pharmaceuticals, Irvine, CA) 0.5 mg/kg ip; y 

prednisona (P), (Roxane Labs., Columbia, OH) 0.2 mg/kg p0. 

El CHO se administra de conformidad con ci mismo horario de 

dosificacidn come tanto para CMC-544 y rituximab (Rituxanfi 

(q4Dx3) mientras que la prednisona se administra oralmente 

cada otro dia por 5 dosis (q2Dx5) . Los tumores se miden al 

manes una vez a la semana y se calcula come masa de tumor 

(g) = 0.5 (ancho de tumor/2) (longitud de tumor) . Los SEM 

medios del grupo Se calculan y comparan para ci grupo 

tratado con el vehioulo pare un significado estadistico 

usando multiples pruebas T. Los grupos medics se registran 
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hasta 50 dias o hasta ya sea que el ratón muera (cuando se 

rompe el grupo medio) o el tumor crece muy grande (<3.5g) y 

al ratón se le hece la eutanasia. DespuØs de este tiempo, 

la masa de tumor se reporta solo para cada ratón individual 

en todos los grupos de tratamiento. El nümero de ratones 

libres de tumor al final do cada estudio para coda grupo de 

tratamiento, tambiØn se registra. 

Para determiner el efecto de CMC-544 solo o en 

combinación con otros agentes bioactivos en los linfomes 

diseminados, se usa el modelo de ratón SCID. Se inyectan 

ratones SCID (CB17 SCID), machos, 20-25g, con cØlulas 106 

Ramos a travØs de la vena de la cola (0.2 ml) Ya sea 3 ó 9 

dias despuØs de la inyección celular, los ratones se los 

admjnistra el vehiculo, conjugados (CMC-544 a CMC-676), o 

rituximab (Rituxanfi) ip, durante un total de 3 Oasis. Para 

el programa de tratamiento de die 3, los ratones so 

dosifican en los dias 3, 7, y 11. Pare el programa do 

tratamiento de die 9, las ratones se dosifican los dias 9, 

13 y 17. En el programa de tratamiento de dia 9, las 

combinaciones de CNC-544 y rituximab (Rituxanfi se dan 

tambiOn coma se describe abajo. Los ratones se manitorean 

diariamente para la presencia de parÆlisis de los miembros 

anteriores en cuyo memento se sacrifican. Siete de 10 

ratones por grupo do tratamiento so usan. El tiempo de 

supervivencia promedia del grupo (–SD) , tiempos de 

supervivencia media, minima y maxima, todos se calculan. La 

diferencia en la distribución de supervivencia entre los 

grupos se determine al usar una prueba do rango Log no 

paramOtrica con impartancia reportada en el nivel 0.05. las 

curvas de supervivencia se construyon usando el mØtoda 

Kaplan-Meier. 
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M101II-If 

El estudio inicial examina el efecto de dos diferentes 

programas de dosificación en tiempos de supervivencia de 

los ratones SCID con el linforna diseminado. El primer 

estudio se aprecia a una dosifioación de fÆrmaoo inicial 3 

dias despuØs de que las cØlulas de tumor se inyectaron 

intravenosamente (modelo de desarrollo) , mientras que el 

segundo estudio retarda la dosificaoión del fÆrmaco hasta 9 

dies despuØs de la inyección de cØlulas de tumor (modelo de 

establecimiento) . En cada estudio, el CMC--544 (160 .xg/kg), 

CMA-676 (160 tg/kg), a rituximab (Rituxan(D) (20 mg/kg) se 

administran en 3 dosis ip, con 4 dias de separación 

(Q4Dx3) . En el modelo de desarrollo, los ratones tratados 

con vehIculo tienen un tiempo de supervivencia promedio de 

27 dias (Figura 23, Tabla 8) . El CMA-676, el control 

agrupado isotipo pare CMC-544, no incrementa el tiempo de 

supervivencia de manera importante (p>O.OS). El CNC-544 

incrementa de manera importante el tiempo de supervivencia 

hasta 41 dias mientras que el rituximab tiene un efecto 

previamente encontrado, qua incrementa el tiempo de 

supervivencia haste > 125 dias (significativamente mayor 

qua CNC-544, p<0.05) . la dosificación se retarda hasta que 

las cØlulas de tumor tiene la oportunidad de circular 

(guiadas) y depositarse en los tejidos objetivo (modelo de 

establecimiento) cambiando los resultados para CMC-544 y 

rituximab (Rituxanfi . El CNA-676 nuevamente no tiene un 

efecto importante en los tiempos de supervivencia (Figure 

24, Table 8) . El rituximab (Rituxanfi incrementa el tiempo 

cia supervivencia promedio haste 62.6 dies, mientras que el 

CMC-544 mejora el tiempo de supervivencia promedio hasta 

83.5 dias. No hay una diferencia importante entre los 

efectos de CMC-544 y rituximab (Rituxan(D) en el modelo 
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establecido. 

TkBLA 8: 

SUPERVIVENCIA 

MEDICIONES DESCRIPTIVAS DE TIEMPOS DE 

5sudio Coripuesto Tieirpa de 

super- 

vivencia 

prornetho 

Tieinpo de 

super- 

vivencia 

rnedio 

Desviación 

estÆndar 

Tierro de 

super- 

vivencia 

m.inimo 

Tierpo de 

super- 

vivencia 

mÆximo 

Nmero 

de 

animales 

CMA-676 32.9 34,0 3.9 28.0 36.0 7 

Modelo de CMC-544 41.0 38.0 10.1 32.0 60.0 7 

dosarrollo Rjtuxirnab 128.4 >130.0 4.7 119.0 >130.0 7 

Vehiculo 27.2 28.0 1.4 25.0 28.0 8 

CM -676 33.7 31.0 4.6 30.0 42.0 7 

Modelo de CMC-544 83.5 76,5 41.6 34.0 >130.0 8 

esta1eciJnento Rituxirnab 62.6 37.0 46.2 31.0 >130.0 7 

Vehiculo 30.5 29.0 3.6 27.0 36.0 8 

Se conduce un estudio preliminar pare determiner 

si el rituximab (Rituxanfi tiene cualquier efecto, ya 

sea positIvo o negativo, en la respuesta de 

supervivencia de CMC-544. El CMC-544 (160 jig/kg) se 

administra con y sin rituximab (Rituxanfi (20 mg/kg, 

que etiqueta la combinaciôn de fÆrmaco de dosis alta 

(HP)) . AdemÆs. Se co-administran dosis inferiores de 

CNC-544 (80 jig/kg) con dosis inferiores de rituximab 

(Rituxanfi (10 mg/kg) . Los compuestos no se dan 

separadamente a las respectivas dosis de 80 jig/kg o 10 

mg/kg debido al nümero limitado de ratones en el 

estudio. Esta combinación, CNC-544 (80 jig/kg) con 

rituximab (Rituxanfi (10 mg/kg), se etiquetØ lie 

combinación de dosis del medio (MD) y se corrió pare 

determinar la posibilidad de combinaciones de dosis 

inferior de fÆrmacos en la supervivencia del ratón 
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9. k9 

SCID. El CMC-544 (160 pg/kg) y rituximab (Rituxanfi (20 

mg/kg), administrados solos, se realize coma se reporta 

en el modelo establecido de arriba. Cede tiempos de 

supervivencia promedio se prolongÆ haste 58.5 y 50.5 

dIas, respectivamente (F’igura 25, Table 9) . En 

combinación, ci tiempo de supervivencia promedio fue 

ligeramente (aunque no fue estadIsticamente importante, 

p>0.05) mejorado hasta 64.4 dies para la combinación de 

alta dosis. La combinación de dosis media de 80 pg/kg 

kv 
CMC-544 y 10 mg/kg de rituximab (Rituxanfi mejora de 

macera importarite (p<0.05 contra ci tratado con 

vehiculo) ci tiempo de supervivencia hasta un promedio 

de 92.4 dIas. Estos resultados sugieren qua 

combinaciones de dosis inferior de CMC-544 y rituximab 

(Rituxanfi se garantiza. 

TABLA 9: MEDIOIONS DESCRIPTIVAS DE TIEMPOS DE 

SUPERVIVENCIA PARA ESTUDIC DE COMBINACION ]1NICIAL 

Compuesto Tierrpo de Tiezo de Desviacióri Tiernpo de Tiernpo de Nimero de 

super- super- estÆndar super- super- anirnales 

vivencia vivencia vivencia vivencia 

promedio medic minima maxima 

CMC MD+ 92.4 >100.0 16.0 62.0 >100.0 10 

Ritux MD 

CMC HD+ 64.4 58.5 26.7 29.0 >100.0 10 

Ritux HD 

CMC-544 58.5 34.5 35.8 27.0 >100.0 10 

Rituxirnab 50.5 41.0 26.4 30.0 >100.0 10 

VehIculo 31.0 27.0 9.7 27.0 56.0 9 

CMC MD = Dosis media de CMC544, 80 .ig/kg 

CMC HD = Dosis alta de CMC544, 160 big/kg 
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inicialmente causa una iLnhibiciÆn importante del 

crecimiento de linfoma RL B (Figura 29) Sin embargo, 3 

semanas mÆs tarde, los tumores vuelven a crecer con 

relaciones similares de crecimiento como el grupo tratado 

con el vehjculo. En contraste, el efecto anti -tumor de CMC-

544 se completó y permaneció a travØs del periodo 

experimental. Estos resultados sugieren que CMC-544, a una 

dosis significativamente inferior que la dosis no letal 

maxima en ratones desnudos, fue mÆs eficaz que la terapia 

de combinación CHOP. 

Estos estudios muestrari que rituximab (Rituxanfi) 

agregado a C1V1C-544 cause un incremento importante en la 

actividad citotóxica de CMC-544 observada con cØlulas de 

linfoma B Ramos. Una interacciôn sinØrgica en cØlulas Ramos 

de rituximab (Rituxanfi y glucocorticoides tambiØn se 

reporta recientemente. Adicionalmente, la inhibición de 

crecimiento sinØrgico en 4 de 8 lineas de cdlula adicional 

se observó con rituximab (Rituxan(D) cuando se dan en 

combinación con dexametasona 10 pm. 

El rituximab (Rituxan(D) por si mismo, 0.4 haste 10 

tg/ml, se reporta que cause una inhibición aunque pequena 

(18% mªximo), importante, del crecimiento de cØlulas Ramos. 

Adicionalmente, se active en 6 de 8 lIneas de cØlula de 

linfoma no de Hodgkin de cØlula B cuando se incuban a 10 

tg/ml (48 horas de incubación) . Ghetie et al, muestra que 

ci rituximab (Rituxanfi) 10 4g/m1, cause un incremento del 

6.2% en la apoptosis (contra el 3.5% en cØlulas tratadas 

con vebloulo) despuØs de 24 horas de incubaciôn con cØlulas 

Ramos. En estudios actuales, ci rituximab (Rituxan(D), a 

dosis de 20 y 200 pg/ml no tiene efecto en ci crecimiento 
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probadas (vet arriba) . Si ci CI4C-544, co-administrado con 

rituximab (Rituxanfi , resuita en ya sea ci aumerito o 

inhibioión de la actividad anti -tumor, tamblØn se evalüa 

usando el modelo de xenoinjerto de linfoma RL B subcutÆneo 

en ratories desnudos Baib/c. En el modelo de linfoma B 

subcutÆneo, los tumores estÆn en la etapa hasta una masa de 

tumor promedio de 300 mg despuØs de lo cual los dos 

terapØuticos bajo estudio se administran IP. El CMC-544 se 

usa a 20 u 80 Vtg/kg Q4Dx3 con o sin rituximab (Rituxanfi 

(20 mg/kg Q4Dx3) . La co-administraciôn de rituximab 

(Rituxanfi ni aumenta ni inhibe de manera importante 

(p>0.05) la eficacia terapØutica de CMC-544 (Figura 28) . El 

rituximab (Rituxanfi , administrado solo, inhibe ci 

crecimiento del linfoma RL B (57% de inhibición del 

crecimiento del tumor ci dia 20, p<0.05 contra tratado con 

vehioulo) en este estudio, similar a lo observado con la 

dosis inferior de CMC-544. 

La corabinación CHOP del regimen quimioterapØutico 

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona) 

es la modalidad de tratamiento mÆs oomürimente usada pare 

pacientes con linfoma no de Hodgkin. El efecto anti -tumor 

de CHOP se compara con ci de CMC-544 en xenoinjertos de 

linfoma RL B estabiecidos. Los componentes individuales del 

regimen CHOP Sc usan en sus respeotivas dosis maxima 

toicrada evaluaclas en ratoncs desnudos (datos no 

reportados) y son como sigue: Ciclofosfamida (C) 40 mg/kg 

IP, doxorubicina (H) 3.3 mg/kg IP, vincristina (0) 0.5 

mg/kg IP, y prednisona (P) 0.2 mg/kg P0. Los CHO se 

administraron Q4Dx3 y P se administró PC, Q2Dx5. El CMC-544 

se administró IP, Q4Dx3 a una dosis de 160 j.tg/kg 

equivalentes de caliqueamicina. El tratamiento CHOP 
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inicialmente causa una iLnhibiciÆn importante del 

crecimiento de linfoma RL B (Figura 29) Sin embargo, 3 

semanas mÆs tarde, los tumores vuelven a crecer con 

relaciones similares de crecimiento como el grupo tratado 

con el vehjculo. En contraste, el efecto anti -tumor de CMC-

544 se completó y permaneció a travØs del periodo 

experimental. Estos resultados sugieren que CMC-544, a una 

dosis significativamente inferior que la dosis no letal 

maxima en ratones desnudos, fue mÆs eficaz que la terapia 

de combinación CHOP. 

Estos estudios muestrari que rituximab (Rituxanfi) 

agregado a C1V1C-544 cause un incremento importante en la 

actividad citotóxica de CMC-544 observada con cØlulas de 

linfoma B Ramos. Una interacciôn sinØrgica en cØlulas Ramos 

de rituximab (Rituxanfi y glucocorticoides tambiØn se 

reporta recientemente. Adicionalmente, la inhibición de 

crecimiento sinØrgico en 4 de 8 lineas de cdlula adicional 

se observó con rituximab (Rituxan(D) cuando se dan en 

combinación con dexametasona 10 pm. 

El rituximab (Rituxan(D) por si mismo, 0.4 haste 10 

tg/ml, se reporta que cause una inhibición aunque pequena 

(18% mªximo), importante, del crecimiento de cØlulas Ramos. 

Adicionalmente, se active en 6 de 8 lIneas de cØlula de 

linfoma no de Hodgkin de cØlula B cuando se incuban a 10 

tg/ml (48 horas de incubación) . Ghetie et al, muestra que 

ci rituximab (Rituxanfi) 10 4g/m1, cause un incremento del 

6.2% en la apoptosis (contra el 3.5% en cØlulas tratadas 

con vebloulo) despuØs de 24 horas de incubaciôn con cØlulas 

Ramos. En estudios actuales, ci rituximab (Rituxan(D), a 

dosis de 20 y 200 pg/ml no tiene efecto en ci crecimiento 
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de cØlulas Ramos cuando se administra solo. En ratones, 

donde no hay evidencia de ninguna interacción entre CMC-544 

y rituximab (Rituxanfi en ye sea el modelo diseminado o el 

modelo de xenoinjerto subcutÆneo. Las combinaciones de 

fÆrmaco probado no interfieren con cada uno de los otros 

efectos no los aumenta. Si se reduce las dosis de cada 

fÆrmaco en el modelo diseminado, cambiarÆ esta observación 

necesaria para determinarse. 

El modelo de linfoma de cØlula B diseminado con 

cØlulas Ramos se ha descrito por Flavell et al. Los tiempos 

de supervivencia medios pare ratones tratados con el 

vehIculo se reportari pare ser 34-36 dies. Los ratones 

desarrollan parÆlisis de los miembros traseros y avanzan 

hasta ester moribundos, muriendo pronto. Los anÆlisis 

histológicos de los orgÆnicos revela que los órganos mÆs 

comdnmente involucrados fueron la glÆndula adrenal, bazo y 

espacio subaracnoide. El espacio sub-aracnoicie se infiltra 

frecuentemente extendiØndose en el cerebro. El rituximab 

(Rituxan(D) se desempefla bien cuando se administra en la 

fase temprana del proceso de la enfermedad para los ratones 

SCID diseminados (Figure 23), pero fue menos impresioriante 

cuando se administra al dIe 9 en la fase establecida del 

modelo (Figura 24) . El rituximab (Rituxanfi) siendo del 

isotipo JigGi, trabaja mÆs posiblemente a travØs de los 

mecanismos efectores hospedadores del ratón. Estos 

mecanismos incluyen la citotoxicidad mediada por el 

complemento y/o la citotoxicidad celular dependiente del 

anticuerpo a travØs de la renovación de cØlulas 

eliminadoras naturales que estØn presentes en los ratones 

SCID. Las cØlulas de tumor Ramos iriyectadas probablemente 

son mÆs susceptibles previarnente en los mecanismos inmunes 
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hospedadoras que se activan pro rituximab (Rituxanfi  , antes 

de que las cØlulas tengan la oportunidad de infiltrarse en 

los órgenos afectados. El anticuerpo G5/44 no conjugado (la 

molecule objetivo en CMC-544) no se ha probado aüri en el 

modelo de tumor diseminado en ratones SCID, pero no tiene 

efecto cuando se administra en xenoinjertos subcutÆneos. El 

G5/44, siendo del isotipo IgG4, no se esperarÆ que active 

los mecariismos efectores hospedadores y, por in tanto, no 

producirªn  actividad anti -tumor. 

El 05/44 conjugado en caliqueamicina (CMC-544) que se 

porte de la forma opuesta al rituximab (Rituxan(D), produce 

mejores resultados cuando se administra en la fase 

establecida de la enfermedad. La razón por la que el CMC-

544 se desempeæa mejor en la fase establecida no es clara, 

pero la fase establecida mÆs cercanamente representa la 

situación cilnica. El CMA-676, el conjugado de control no 

eniLazado, agrupado isotipo, no tiene nirigün efecto 

importante en los tiempos de supervivencia promedio. Los 

resultados en el modelo SOlD diseminado sugieren claremente 

que las dosis de CNC-544 necesitari reducirse para 

determinar la dosis eficaz maxima (MED) . La dosis de 160 

big/kg fue menos active que la dosis inferior de 80 y 40 

pt/kg. No es claro porquØ pasa esto, pero la dosis de 160 

tg/kg puede estar bastante arriba de MED. Sc planean 

estudios adicionales pare atender esta cuestión. 

Mohammad et al., usa la terapia CHOP (Ciclofosfamida 

(C) 40 mg/kg IV, doxorubicina (H) 3.3 mg/kg IV, vincristina 

(0) 0.5 mg/kg IV, y prednisona (P) 0.2 mg/kg P0) en un 

modelo de xenoinjertos subcutÆneos con una linea de cØlula 

de linfoma de cØlula grande difuso, DLCL. Las dosis usadas 

pare la terapia CHOP se determinan pare ser la dosis maxima 
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tolerada. La terapia, CHO dada una vez IP y P, dada 

diariamente durante 5 dlas, se colacó "activa", produciendo 

un TIC de 25.8%. No se registraron curas de tumor. El 

resultado en el modelo desorito por Mohammad at al., parece 

ser similar a aquellos observados con la terapia CHOP 

(administrada IP, Q4Dx3) en el modelo RL descrito en la 

presente. En ning5n estudio CHOP produce curas de larga 

duraoión, salvo CMC-544. 

TABL 10: MEDICIONES DESCRIPTIVS CE TIEMPO CE 

SUPERVIVENCIA PARA ESTUDIOS DE COMBINACION 

Tratarniento Tiempocle Tiempo de Desviación Tiertpo de Tiernpode Niiimero de 

super- super- estÆndar super- super- anirnales 

vivencia vivencia vivencia vivencia 

promedio medio minima mÆximo 

MC-544 40 118.90 125.00 19.29 64.00 125.00 10 

pg/kg  
CMC LD + 125.00 125.00 0.00 125.00 125.00 10 

Ritux LD  
CMC-54480 118,22 125.00 17.86 71.00 125.00 9 

pg/kg  
ONC ND + 125.00 125.00 0.00 125.00 125.00 10 
Ritux MD______  

CMC-544 160 85.22 82.00 40.37 35.00 125.00 9 

pg/kg_ ________  
cMC RD + 91.30 100.00 

__________ 
36.31 

_________ 
44.00 125.00 10 

Ritux HD  
Rituximab 5 40.70 36.50 9.57 34.00 64.00 10 

mg/kg  
Rituximab 10 33.80 34.00 3.26 29.00 41.00 10 

mg/kg  
Rituximab 20 40.50 34.00 15.45 31.00 82.00 10 

mg/kg  __________  
Vehiculo 25.80 25.00 3.12 22.00 34.00 10 
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CMC LD = CMC-544 dosis baja, 40 tg/kg 

CMC MD = CMC-544 dosis media, 80 [tg/kg 

CMC HD = CMC-544 dosis alta, 160 .xg/kg 

Ritux LID = Rituximab dosis baja, 5 mg/kg 

Ritux MD = Rituximab dosis media, 10 mg/kg 

Ritux HID = Rituximab dosis alta, 20 mg/kg 

EJEMPLO 9 

FORMULACIONES ESTABLES DE CMC-544 

Las formulaciones estables de CMC-544 Para 

administración in vivo se preparan al agregar 

diluyentes, excipientes, portadores y estabi1izantes 

DespuØs de la cromatografla HIC, las fracciones 

cromatogrÆficas se evaldan por SEC-CLAR y anÆlisis de 

luz UV de longitud de onda. Se seleccionan las 

fracciones apropiadas Para agruparse en base del 

anÆlisis anterior, que proporciona información en el 

coritenido agregado, conoentración de proteina, y carga 

de caliqueamicina. Los excipientes, estabilizadores, 

agentes de volumen y agentes amortiguantes se agregan 

Para estabilizar la soluciôn. Ya que CMC-544 puede 

experimenter una degradaciôn pro medio de un ndmero de 

trayectorias de degradación, inestabilidades fisicas 

necesarias pare considerarse en el desarrollo de las 

formulaciones. Una de las consideraciories priricipales 

en el desarrollo de las formulaciones es que la 

relaciÆn de hidrólisis de caliqueamicina del ariticuerpo 

deberÆ minimizarse mientras que la integridad fisica y 

quimica del anticuerpo anti-CD22 deberØ mantenerse. 

AdemÆs, la precipitación del conjugado caliqueamicina-

anticuerpo, que puede presentarse bajo ciertas 

condiciones de pH y conceritración, necesitan 
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minirnizarse. 

En el desarrollo de la formulación de un conjugado 

derivado de caliqueamicina monomØrico-anticuerpo, el pH 

de la forrnulaciôn es critico, coma esto minimiza la 

degradación e inestabilidad fisica.. El pH de 8.0 se 

selecciona para minirnizar la hidrólisis de 

caliqueamicina y mantener la solubilidad adecuada del 

conjugado. Los da.tos adicionales, obtenidos usando SDS-

PAGE y ELISA de enlace al antlgeno, indican que la 

integridad estructural importante y especificidad del 

anticuerpo se mantienen a un pH de 8.0. En 

consecuencia, la trometamina se elige coma un agente de 

amortiguamiento pare mantener un pH de 8.0. Un 

amortiguador alternativo podrÆ incluir fosfato de sodio 

o potaslo dibÆsico. El rango de concentración de 

amortiguador puede ser de 5 hasta 50 mM. Un rango 

preferido de pH de 7.5 haste 8.5 se sugiere para una 

estabilidad/solubilidad optima.. La especificaciOn de pH 

actual para el producto terminado as 7.0-9.0. 

No obstante que la estabilidad de las soluciones 

de conjugado amortiguadas as adecuada para el corto 

plaza, la estabilidad prolLongada es pobre. La 

liofilización se usa pare mejorar la vida de anaquel de 

los conjugados. Los problemas asociados con la 

liofilizacióri de la soluciOn de proteIna estÆn bien 

documentados, y la pØrdida de estructura secundar–a, 

terciaria y cuaternaria puede presentarse durante los 

procesos de congelado y secado. Se incluye la sacarosa 

en la formulación pare actuar coma un estabilizador 

amorfo del conjugado y mantiene la integridad 

estructural del anticuerpo durante el congelado y 
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secado. Las concentraciones de 1.5-5.0% p/v de sacarosa 

se usan. AdemÆs, un agente de volumen polimØrico, tal 

como dextrano 40 a almidón de hidroxietilo, puede 

incorporarse para mejorar la apariencia y la rigidez 

fIsica de las tortas liofilIzadas a una concentración 

de 0.5-1.5% en peso. Estos materiales forman tortas 

liofilizadas a concentraciones relativamente bajas y 

puede usarse pare minimizer el contenido do sólidos 

general de la formula liofilizada, lo que permite de 

esta manera un secado por congelación mÆs rÆpido. Los 

estudios de formulaciOn usan una concentraoión do 

Dextrano 40 de 0.9% en peso. 

El polisorbato 80 se inciuye en la formaciOn pare 

aumentar la solubilLidad del conjugado. Una 

concentracidn preferida de 0.01% se usa con un rango 

potencial de 0.005%-0.05%. TambiØn se agrega Tween a la 

formación a una concentracióri de 0.91-0.05% en volumen. 

Un electrolito tambiØn puede estar presente en la 

formula y puede usarse pare mejorar la eficacia del 

proceso de purificación final. El cloruro do sodio se 

usa tIpicamente a una concentraoidn do 0.01M hasta 

0.1N. Los electrolitos adicionales tales coma sulfato 

de sodio tambiØn pueden usarse como un reemplazo para 

ci cloruro de sodio, ye que puede liofilizarse mÆs 

fÆcilmente. De manera optima, la soluciOn de CMC-544 

final comprende 1.5% de sacarosa (en peso), 0.9% de 

Dextrano 40 (en peso), 0.01% de Tween 80, cloruro de 

sodio 50 MM, 0.01% do polisorbato (en peso) y 

trometamina 20 mM. 

Una formula representative para la solución antes 

de la liofilizacidn se presenta abajo: CMC-544 0.5 
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mg/mL, sacarosa 1.5% en peso, Dextrano 40 0.9% en peso, 

oloruro de sodio 0.OM, Tween 0.01-0.05% en volumen, 

polisorbato 80 0.01% en peso, trometamina 0.02M, pH 

8.0, y agua. La soiución se dispensa en viales Æmbar a 

una temperature de +5°C hasta 10°C, (de manera optima a 

+5°C); la soluoión se congela a la temperatura de 

congelación de -35°C hasta -50°C, (de manera Optima a - 

45’C); la soluciOn congelada se someta una etapa de 

secado por congelado inicial a una presiOn de secede 

primaria de 20 hasta 80 micrones, (de manera Optima a 

60 micrones) ; ci producto secado por congelado se 

mantiene a una temperatura de anaquei a -10°C hasta - 

40°C, (de manera Optima a -300C), durante 24 hasta 72 

horas, (de manera Optima por 60 horas) ; y finaimente ci 

produoto secado pot congelado se someta a una etapa de 

secado seoundaria a una presión de secado de 20-80 

micrones, (de manera optima a 60 micrones) a una 

temperatura de anaquel de +10°C haste +35°C, (de manera 

Optima +250C), durante 15 haste 30 horas (de manera 

optima durante 24 horas) . Se usa la prueba de eievaciOn 

de presiOn para determinar ci final del secado 

primario. En la conclusiOn del ciclo de liofiiización, 

los viales se rellenan nuevamente con nitrOgeno y se 

tapan. 

La Tabla 11 establece las diferencias en la 

forrnulaciOn usada para CNC-544 y la formulación usada 

pare CNC-676. Las diferencias importantes entre la 

formulaciOn CMA-676 y la formuiaciOn usada pare CMC-544 

incluye la concentraciOn de proteina reducida en la 

formulación nueva (0.5 mg/mL), ci uso de trometamina 

come ci amortiguante y la presencia de Tween 80 al 
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0.01%. Esto resulta en el CMC-reconstituido en la 

farmulación nueva siendo clara, contrario a la 

turbiedad vista en la farmulación de CMA-676 

reconstituido (ver Tables 12 y 13) 

TABLA 11: COMPARACION DE LA FORMULACION CMA-676 Y 

FORMULACION CMC-544 PARA CMC-544 

Formulación CMA-676 F’ormulación CMC-544 

Concentración de la 1.0 mg/mL 0.5 mg/mL 

protelna 

Formulación 1.5% sacarasa, 0.9% Sacarosa 1.5%, dextrano 

Dextrano 40, cloruro de 49 09%, Tween 80 

sodlo 100 mm, solución 0.01%, polisorbato 80 

amortiguadora de .01%, cloruro de sodio 

fosfato 5 mM 50mM, trometamina 20 

mm. 

TABLA 12: ESTABILIDAD Y OBSERVACIONES FISICO-QtJIMICAS DE 

LAS FORMULACIONES CMA-676 Y CMC-544 PARA CMC-544 A 5°C. 

Fcrmulaciôn  CMA-676 Formulación CMC-544 

Tiempo Inicial 2 semanas Inicial 2 semanas 

Observaciôn  fisica Ligeramente 

turbio 

Ligeramente 

turbio 

Clara Claro 

pH 7.5 7.5 7.8 7.8 

Protelna total (mg/mL) 1.07 1.07 0.52 0.52 

Caliqueamicina total 

(.ig/ml de proteIna) 

67 67 57 57 

Calieamicina no 

conjugada (jig/mg de 

proteina) 

1.21 2.82 0.97 1.13 

% de agregados 3.03 2.81 1.59 1.70 
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II 

TABLA 13:ESTABILIDAD Y OBSERVACIONES FISICO-QUIMICAS DE LA 

FORMULACION CMA--676 Y CMC-544 LIOFILIZADA Y ALMACENADA A °C 

Ebrmulaciôn CMI’i-676 FormulaciOn CMC-544 

Tieinpo Inicial 4 sernanas Inicial 4 semanas 

Observaciôn fIsica de Ligeramente Ligeramente Clara Clara 

conjugados turbio turbic 

reconstituidos 

pH 7.5 7.5 7.8 7.8 

Proteina total (mg/mL) 1.03 1.03 0.51 0.51 

Caliqueamicina total 67 67 57 57 

(tg/m1 de proteina) 

Caliqueaxnicina no 1.13 1.03 1.03 0.94 

conjugada (tg/mg de 

proteina 

% de agregados 2.63 2.96 1.49 2.09 

Todas las referencias y patentes citadas arriba se 

inoorporan en la presente para referenda. Se inoluyen 

numerosas modificaciones y variaciones de la presente 

invendión en la espeoificacióri arriba identificada y se 

espera que sean obvias par aiLguien de experiencia en el 

arte. Tales rnociificaciones y alteraciones al proceso de 

conjugación, los conjugados hechos par el proceso, y las 

composiciones/formulaciones que comprenden los conjugados 

se considera que se abarcan dentro del alcance de las 

reivindicaciones. 
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