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1. Me refiero mi memorial de 12 de Febrero de 2010.
2. MODIFICACIONES V NTARI

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 el fin de clarificar el objeto de la invencién.

2.1, Modificaciones al Capitulo Descriptivo.

En primera instancia, el solicitante desea hacer mds clara la referencia incluida
dentro del texto de la descripcion con respecto a la materia revelada en la patente US
5,773,001 (pagina 43 de la solicitud, pagina 28 de la solicitud internacional
WO003/092623).

En la mencionada seccién de la descripcién de la solicitud en estudio se declara que
esta incorpora como referencia 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 invencion de la siguiente manera;:

"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 nucledfilos relacionados preparados a partir de las caligueamicinas. Estas
ligaduras son especialmente utiles en donde una mejor actividad se obtiene cuando la
ligadura formada entre en farmaco y el enlace es hidrolizable.” (Resaltado fuera de

texto).

Para mejorar la comprensién con respecto a la identidad quimica particular de
dichas ligaduras hidrolizables, el solicitante ha introducido dentro de la pagina 44 de la
descripcion 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 referencia a que estas son

las ligaduras bifuncionales preferidas de la invencién (para su pronta referencia se anexa
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al presente memorial una copia de las paginas del documento US 5,773,001 donde se
incluyen dichos compuestos).

Sobre este particular, me permito muy respetuosamente llamar la atencién a ese
Despacho al hecho que dicha modificacion no constithe de manera alguna una
ampliacién al alcance de la invencion, tal como fue originalmente presentada, toda vez
que se estd haciendo mas clara aun una parte constitutiva de la invencion a la cual se
hacfa alusion indirectamente por estar contenida dentro de un documento del estado del

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

Por lo tanto, esta lista de compuestos incorpora de manera particular ensefianzas
que ya habian sido tomadas en consideracion en la respectiva soficitud internacional, sin
introducir materia adicional que no haya sido incluida en el momento de la presentacion
de Ia misma.

Este hecho es también claramente demostrade si se observa la alta similitud

estructural que poseen los compuestos ahora citados dentro de la descripcion de la
solicitud con la ligadura hidrolizable preferida de la invencion, el acido 4-(4-acetifenoxi)

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

compuestos:
OHC,
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Acido 2-(4-formilfenoxi) acético
O/\/\Lr Primer compuesto de la lista
4cido 4-(4-acetifenoxi) butanoico (AcBut)
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Acido 3-(4-formilfenil) propanoico
Compuesto 13 de la lista

Benzoato de 5-acetil-2-(2-ox0-2-(2-
(trimetilamonio) etilamino) etoxi)
Ultimo compuesto en la lista

De esta forma, todas las ligaduras especificamente referenciadas en la mencionada
lista poseen una alta relacién estructura! entre si y con la ligadura preferida de la
invencion (AcBut), como es gue todas ellas poseen un grupo aldehido o cetona en uno de
los extremos de la molécula, el cual se convierte en una acil hidrazona luego de!
ensamble de la ligadura, y un acido carboxilico en el otro extremo de ia molécula, que
forma el sitio de unidén con un residuo de lisina del anticuerpo anti-CD22. Asi mismo, cada
una de estas ligaduras es hidrolizable de forma que la reaccién de formacion 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 conexién con lo anterior, me permito resaltar que estas caracteristicas
estructurales ya eran descritas dentro de la pdgina 44 de la descripcion de la solicitud
(pagina 28 linea 29 hasta pagina 29 linea 4 de WO03/092623):

"Estas ligaduras contienen dos grupos funcionales. Un grupo tipicamente es un
acido carboxilico que se utiliza para reaccionar con el portador. El grupo funcional dcido
cuando se activa adecuadamente, puede formar una ligadura de amida con un grupo
amina libre del portador tal como por ejemplo, la amida en la cadena lateral de una lisina
de un anticuerpo u otro portador proteinico. El otro grupo funcional comunmente es un
grupo carbonilo, esto es, un aldehido o una acetona que reaccionard con el agente
terapéutico modificado adecuadamente., Los grupos carbonilo pueden reaccionar en un
grupo hidrazida en el farmaco para formar una ligadura de hidrazona. Esta ligadura se
hidroliza lo que permite la liberacién del agente terapéutico del conjugado después de
enlazarse a las células objetivo.”

Consecuentemente, dado que se estdn introduciendo nombres especificos de
compuestos que eran referidos antes de manera indirecta por la descripcién, en virtud de
esta modificacion se estd clarificando aln mas la divulgacion de la presente solicitud sin
incurrir en una ampliacién del alcance de la invencién tal como fue originalmente
presentada.

2.2. Modificaciones al] Capitulo Reivindicatorio.

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

memorial,

Asi mismo, me permito manifestar que es deseo del solicitante presentar en
reemplazo de dichas modificaciones de Febrero 12 de 2010 un nuevo capituio
reivindicatorio modificado, el cual responde totalmente a las objeciones presentadas

por el Sefior Examinador en su Concepto Técnico No. 2968 de 2 de Octubre de 2009.

En conexién con lo anterior, me permito resaltar que las modificaciones realizadas
dentro del capitulo reivindicatorio en virtud de la presente no constituyen de manera
alguna una ampliacion al alcance de la invencién, tal como fue originalmente presentada,
toda vez que se estd delimitando de forma mas precisa el objeto de la invencién segun lo
revelado en la descripcion de la solicitud, como se muestra a continuacién (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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. Reivindicacién 1. Con el proposito de clarificar aun mas el objeto de la
invenciéon se ha modificado el predmbulo de esta reivindicacion para que haga referencia
a un "método para preparar una composiciéon que comprende conjugados de derivado
de caliqueamicina monomérico/anticuerpo”, lo cual mejora la claridad del capitulo
reivindicatorio, por cuanto una de las caracteristicas distintivas de la invencion, la fraccién
de baja conjugacion (LCF), se entiende dentro del contexto de una composicion que
comprende anticuerpos tanto conjugados como no conjugados. Por otro lado, se ha
restringido el componente Pr del conjugado, definiéndolo como un anticuerpo anti-CD22
de acuerdo con las realizaciones preferidas de la invenciéon como es evidente en las

paginas 6 a 118 de la descripcién de la solicitud.

Adicionaimente, se ha introducido la clarificacidon con respecto a que dentro de la
férmula del conjugado del derivado de caliqueamicina Pr(-X-5-S-W),, la porcion “-$-S-"

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

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 referencia en la pagina 43 de la descripcion de la solicitud (pagina 28 de la
correspondiente solicitud internacional W003/092623). Dicha lista especifica de ligaduras
es ahora revelada dentro de la descripcion de la solicitud en estudio (pagina 44) en virtud

de las modificaciones expuestas en el numeral anterior de este mismo memorial

De forma similar, se ha definido W como B-caliqueamicina, y-caligueamicina o N-
acetil y caliqueamicina, tal como se encuentra en las realizaciones preferidas de la
invencion, de acuerdo con lo revelado en la pagina 46 y en el ejemplo 3 de la pagina 81

de la descripciéon.

. Reivindicacion 2. Se han restringido los posibles tipos de anticuerpos que
hacen parte del conjugado de la invencién solo a anticuerpos quiméricos y humanizados,

de acuerdo con las realizaciones preferidas de la invencién.

. Reivindicacién 3. Como consecuencia de las modificaciones realizadas sobre
la reivindicacién 1 esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 4 y 5 (nuevas reivindicaciones 3 y 4). Estas
reivindicaciones no han sido modificadas y corresponden a las anteriormente presentadas.

. Se ha clarificado la secuencia
de aminoacidos referida como los residuos 50 a 66 de gH1 en la figura 6 reemplazando
esta expresion por la secuencia particular de aminoacidos a la cual se estd haciendo
referencia.
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. Reivindicaciones 7 a_13 (nuevas reivindicaciones 6 a 12). Donde ha
sido necesario se ha ajustado la dependencia acorde con la nueva numeracioén.

. Reivindicacion 14. Esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo

reivindicatorio.

Estas

reivindicaciones corresponden a las anteriormente presentadas, ajustando la dependencia

acorde con la nueva nhumeracion.

.

Reivindicacion

Se han realizado las
mismas modificaciones que fueron expuestas para la reivindicacidon 1, modificado el
predmbulo para que haga referencia a "una composicién que comprende conjugado de
derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo anti-CD22”, clarificando que la
porcion "-$-§-" 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
invencion.

Se ha modificado el

preambulo para que hagan referencia a “la composicién de la reivindicacién 197, y se han
limitado el tipo de anticuerpos que hacen parte del conjugado de la invencién Unicamente

a anticuerpos quiméricos y humanizados.

. Reivindicaciones 23 a 35 (nuevas reivindicaciones 21 y 33). Al igual

que en el caso anterior, el preambulo ha sido modificado para que se refiera a “/a

composicién...”, y se ha modificado la dependencia acorde con la nueva numeracién. En la
reivindicacion 25 (nueva reivindicacion 23) se han reemplazado la expresién “los residuos
50 a 66 de gH1 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 expresion "y
CDRs donadores no humanos”.

4). Se ha modificado el paso
(a) del método reclamado para que haga referencia a “/a composicién que comprende un
conjugado de derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo de conformidad con Ia
reivindicacion 19”7, y se ha definido de forma mas precisa el paso (d) de dicho proceso
limitando el tiempo a maximo 72 horas, en concordancia con o revelado en los ejemplos

3y 9 de las paginas 81 y 113 de la descripcidn de la solicitud.

Se han restringido los
posibles crioprotectores unicamente a dextrano y sacarosa, tal como se ilustra en los

ejemplos especificos de la pagina 117 de la descripcién de la presente solicitud.
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. Reivindicaciones 38 a 52 (nuevas reivindicaciones 36 a 50). Se han
ajustado las dependencias acorde con la nueva numeracion. Dentro de la reivindicacion

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

conjugado de la invencidon unicamente a anticuerpos quimeéricos o humanizados.

. Reivindicaciones 53 vy 55. Estas reivindicaciones han sido eliminadas del
capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 54 y 56 a 66 (nuevas reivindicacipnes 51 a 62). Se ha
modificado la dependencia en concordancia con la nueva numeracion. Dentro de la

reivindicacion 59 (nueva reivindicacion 55) se ha reemplazado la alusion a los residuos 50
a 66 de gH6 en la Figura 6 por la secuencia especifica de aminoacidos a la cual se hace
referencia.

. Reivindicaciones 67 a 89. Estas reivindicaciones han ﬁsido eliminadas del

capitulo reivindicatorio.

Como consecuencia de las modificaciones anteriores, el capitulo reivindicatorio
modificado queda constituido por 62 reivindicaciones que definen de forma clara el objeto
de la invencién y que hacen unicamente referencia a las realizaciones preferidas gue
cuentan con pleno sustento en la descripcion, superando de esta forma las objeciones
presentadas por el Sefior Examinador a este respecto en el mencionado Concepto Técnico
No. 2968 de Octubre 2 de 2009,

De esta forma, el capitulo reivindicatorio modificado es totalmente claro y conciso al
reclamar el método y la composicion objeto de la presente solicitud, cumpliendo a
cabalidad con lo preceptuado en el Articulo 30 de la Decision Andina 486 de 2000.

3.  Anexo me permito presentar:

i) Recibo numero 10- 7,711, expedido por la Superintendencia de Industria y

Comercio, que acredita el pago de las modificaciones mencionadas;

i) Copia de las paginas Resumen, Objeto y finalidad y 1 a 122 correspondientes
al capitulo descriptivo modificado;

i) Copia de las paginas 123 a 139 correspondientes al nuevo capitulo
reivindicatorio, constituido por 62 reivindicaciones; y

iv)  Copia de la portada y de las paginas que contienen las columnas 1 a2y 19 a
26 del documento US 5,773,001 referenciado en el texto.
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CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

Campo de la Invencion

La presente invencién se refiere a métodos para la
produccién de conjugados  de portador/farmaco citotdxico
monomérico (los “conjugados”) con una carga superior de
farmacoe y una fraccién de conjugado bajo substancialmente
reducida (LFC, por sus siglas en inglés). Particularmente,
la invencidédn se refiere a conjugados de caliqueamicina
monoméricos del anticuerpo anti-CD22. La invencidn también
se refiere a conjugados de la dinvencidén, a métodos de
purificacién de los conjugados, a composiciones
farmacéuticas que comprenden los conjugados y a usos de los

conjugados.

Antecedentes de la Invenciodn

Los conjugados de faArmacos desarrollados para la
farmacoterapia sistémica son agentes citotéxicos
especificos del objetivo. El concepto involucra el
acoplamiento de un agente terapéutico a wuna molécula
portadora con especificidad para una poblacién definida de
células objetivo. Los anticuerpos con alta afinidad para
los antigenos son una eleccidédn natural como porciones de
direccionamiento. Con la disponibilidad de anticuerpos
monoclonales de alta afinidad, los prospectos de la
terapéutica para direccionamiento de anticuerpos han sido
prometedores. Las substancias téxicas que se han conjugado
con los anticuerpos monoclonales incluyen toxinas, farmacos
citotédxicos de bajo peso molecular, modificadores de
respuesta biloldégica y radiontclidos. Los conjugados de

toxina 1% anticuerpos se denominan frecuentemente



inmunotoxinas, mientras que los inmunoconjugados consisten
de anticuerpos y de farmacos de alto peso molecular tales
como el metotrexato y la adriamicina se denominan
guimioinmunoconjugados. Los inmunomoduladores contienen
modificadores de la respuesta bioldgica que se sabe que
tienen funciones reguladoras tales como linfocinas,
factores de crecimiento y factor del veneno de cobra (CVF,
por sus siglas en 1inglés) que activa el complemento. Los
radioinmunoconjugados consisten de isdtopos radiocactivos,
que se pueden usar como terapéuticos para exterminar
células por su radiacidén o usarse para la formacidn de
imdgenes. El suministro especifico mediado por anticuerpos
de los farmacos citotdéxicos a células de tumor, se espera
que no solamente aumente su eficacia antitumor, sino gue
también evite la absorcién no dirigida por los tejidos
normales, incrementado asl sus indices terapéuticos.

La presente invencidén se refiere a inmunoconjugados
que comprenden un anticuerpo como un vehiculo de
direccionamiento Y que tienen especificidad para
determinantes antigénicas en la superficie de las células
malignas conjugadas a un farmaco citotéxico. La invencidn
se refiere a conjugados de anticuerpo a férmaco citotdxico
en donde el anticuerpo tiene especificidad para las
determinantes antigénicas para las malignidades B,
trastornos linfoproliferativos y trastornos inflamatorios
crénicos. La presente invencién también se refiere a
métodos para la produccién de inmunoconjugados y sus Usos
terapéuticos.

Se han aprobado diversos terapéuticos basados en
anticuerpos para el tratamiento de una diversidad de

enfermedades que incluyen cancer y artritis reumatoide,

2
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para el uso clinico, o estdn en ensayos clinicos para una
diversidad de malignidades que incluyen malignidades de
células B tales como el linfoma que no es de Hodgkin. Uno

de tales terapéuticos Dbasados en anticuerpos es el

rituximab, (Rituxan™) un anticuerpo humano gquimérico no
etiquetado 7yl (regidén +mylV), que es especifico para el
antigeno de superficie celular CD20 gue se eXpresa en

las células B. Estos terapéuticos basados en anticuerpos se
soportan en la citotoxicidad mediada por el complemento
(CDCC) o la citotoxricidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC) contra las células B o en el uso de
radiontclidos tales como 1 o %, que tienen problemas
asociados de preparacidén y de uso para los médicos y los
pacientes. Consecuentemente, hay una necesidad para la
generacion de inmunoconjugados que puedan superar 1los
inconvenientes de la terapéutica actual basada en
anticuerpos para tratar una diversidad de malignidades que
incluyen malignidades hematopoyéticas como el linfoma gque
no es de Hodgkin (NHL), que se puede producir facilmente ©
eficientemente y que se pueden usar repetidamente sin
inducir una respuesta inmune.

Los inmunoconjugados que comprenden un miembro de la
familia potente de agentes antibacterianos vy antitumor,
conocidos colectivamente como caliqueamicinas o el
complejo LL-E33288 (ver patente de E.U.A No. 4,970,198

(1880)), se desarrollaron para el tratamiento de mieloma.

La mas potente de las caliqueamicinas se designa y:, que se
hace referencia aqul simplemente como gamma. Estos
compuestos contienen un metil trisulfuro que pueden
reaccionar con tioles adecuados para formar bisulfuros, al

mismo tiempo al introducir un grupo funcional tal como una
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hidrazida u otro grupo funcional gque sea util en la
colocacidén de un derivado de caliqueamicina a un portadox
(ver patente de E.U.A No. 5,053,394). El uso de los
conjugados del portador/derivado de caliqueamicina
monomérico en el desarrollo de terapias para una amplia
variedad de céanceres se ha limitado por la disponibilidad
de agentes de direccionamiento especificos (portadores),
asi como por las metodologias de conjugacidén gque resultan
en la formacidén de agregados de proteinas cuando se
incrementa la cantidad del derivado de caliqueamicina que
se conjuga al portador (esto es, la carga de farmacos). Ya
gue una carga mayor de farmaco incrementa la potencia
inherente del conjugado, es deseable tener la mayor
cantidad del farmaco cargada en el portador, dque sea
consistente con la retencidén de la afinidad de la proteina
portadora. La presencia de la proteina agregada que puede
ser no especificamente tdéxica e 1inmunogénica, y por 1lo
tanto se debe retirar para aplicaciones terapéuticas, hace
al proceso de escalamiento para la produccidén de estos
conjugados mas dificil y disminuye el rendimiento de los
productos. La cantidad de caligueamicina cargada en la
proteina portadora (la carga de féarmacos), la cantidad de
agregado que se forma en la reaccidén de conjugacidn, y el
rendimiento del conjugado final monomérico purificado que
se puede obtener, todo se relaciona. Por lo tanto se debe
hacer un compromiso entre una carga mayor de fdrmaco y el
rendimiento del mondmero final al ajustar la cantidad del
derivado reactivo de caliqueamicina que se agrega a la
reaccién de conjugacién,

La. tendencia de los conjugados de farmacos

citotdxicos, especialmente los conjugados de



caligqueamicina, para agregarse es especlalmente
problematica cuando se efectiuan las reacciones de
conjugacidén con los enlazadores descritos en la patente de
E.U.A No. 5,877,296 y la patente de E.U.A No. 5,773,001 gue
se 1ncorporan agui en su totalidad. En este caso, un gran
porcentaje de los conjugados producidos estédn en forma
agregada y es bastante dificil purificar conjugados hechos
por estos procesos originales (procesos CMA) para uso
terapéutico. Para algunas proteinas portadoras, los
conjugados c¢on cargas aun modestas son virtualmente
imposibles de hacer excepto a una escala pequeia.
Consecuentemente, existe una necesidad critica de mejorar
los métodos para conjugar los farmacos citotdxicos tales
como las caliqueamicinas, a portadores gque minimizan la
cantidad de agregacidén y con ello permiten una carga de
farmaco tan alta como sea posible con un rendimiento
razonable de producto.

Previamente, se describieron métodos de conjugacidn
para la preparacién de un derivado/portador de
caligueamicina monomérico con una agregacién disminuida vy
una carga/rendimiento de farmacos 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 resultaron en preparaciones de conjugados con un
contenido de agregados substancialmente reducido, se
descubrié después que produjo conjugados gque contienen
niveles indeseablemente altos (45-65% de area CLAR en %) de
una fraccién conjugada baja (LCF), una fracciédn que
consiste principalmente del anticuerpo no c¢onjugado. La
presencia de LCF en el producto se constituye en un uso

ineficiente del anticuerpo ya gque no contiene al farmaco
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citotdéxico. También puede competir con el conjugado
portador de caliqueamicina para el objetive y reducir
potencialmente el direccionamiento del Gltimo, resultando
en una eficacia reducida del farmaco citotédéxico. Por 1lo
tanto, es deseable un proceso de conjugacién mejorado dque
resultaria en niveles significativamente inferiores del LCF
y que tengan niveles aceptables de agregacidén sin alterar

significativamente las propiedades fisicas del conjugado.

Breve Descripcién de la Invencidn

La presente invencidén se refiere a métodos para la
produccién de conjugados de portador/derivado de un farmaco
citotdxico monomérico (los conjugados) con una carga
superior y una fraccién de conjugado baja substancialmente
reducida (LCF). Particularmente, la invencidn se refiere a
la produccién de conjugados de portador con derivado de
caligqueamicina monomérico, a los conjugados, a las
composiciones a un método de purificacién de los conjugados
y al uso de los conjugados. Mas particularmente, la
invencién se refiere a métodos para la produccidén de un
conjugado de anticuerpo anti-CD22 con un derivado de
caliqueamicina monomérico (CMC-544).

En una modalidad, la presente invencidn describe un
proceso de conjugacién mejorado para la produccidén de los
conjugados, que resulta en niveles significativamente
inferiores de LCF debajo del 10% sin alguna alteracidn
importante de las propiedades fisicas o gquimicas. La
invencidn también describe una mejora adicional a los
procesos de conjugacidén la cual resulta no solamente en una
reduccidén importante en los niveles de LCF, sino también

resulta en una reduccidén importante en la agregacidn a
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partir de procesos previamente descritos, y produce una
carga de farmaco substancialmente aumentada. Los conjugados
de la presente invencidén tienen la fédrmula:

Pr(-X-W)n
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 es un farmaco citotdxico;

m es la carga promedio para un producto de conjugacion
purificado tal gue el farmaco citotdxico constituye 7-9%
del conjugado en peso y

(~X-W)m es un derivado de farmacos citotdxico.

Los conjugados de la presente invencién, en una
modalidad, se generan por el método de la invencidn que
comprende las etapas de (1) agregar el derivado de farmaco
citotdxico al portador proteinico en donde el derivado de
farmacos citotdxico tiene 4.5-11% en peso del portador
proteinico; (2) incubar el derivado de fdrmaco citotdxico y
un portador proteinico en una solucién amortiguadora
compatible con proteinas, no nuclecofilica gue tenga un pH
en el intervalo del alrededor de 7 hasta 9 para producir un
conjugado portador/férmaco citotdxico monomérico, en donde
la solucién comprende ademds (a) un cosolvente organico vy
(b) un aditivo gue comprende al menos un acido carboxilico
Ce~=Ci1g 0 su sal y en donde la incubacidén se efectia a una
temperatura que va desde alrededor de 30°C a alrededor de
35°C por un periodo de tiempo en el intervalo desde
alrededor de 15 minutos hasta 24 horas y (3) someter al

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



separacién cromatografica para separar el derivado de
farmacos citotdxico monomérico/conjugados del portador
proteinico con una carga en el intervalo de 4-10% de peso
del faArmaco citotdxico y con una fraccidén baja conjugada
(LFC) debajo de 10 por ciento a partir del portador
proteinico no conjugado, derivado de farmaco citotdéxico vy
conjugados agregados.

En un aspecto de la invencién, 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 ingenieria genéticamente o
enzimaticamente.

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 guimérico, un anticuerpo humano,
un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla,
un fragmento Fab y un fragmento F(ab)Z2.

En otra modalidad el anticuerpo humanizado se dirige
contra el antigeno de superficie celular CD22.

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado
anti-Cbh22 es un anticuerpo injertado con CDR y comprende
una regién variable de cadena ligera 5/44-gLl (SEQ ID NO:
19), y una regién 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-CDh22 es un anticuerpo injertado con CDR gue comprende
una cadena ligera gque tiene una secuencia establecida en
SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene una secuencila
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 gque se obtiene por un protocolo de maduracién de
afinidad y tiene una especificidad aumentada para el CD22.

En otro aspecto, el farmaco citotdéxico usado para
generar el conjugado portador/farmaco citotdéxico monomérico
de la presente invencidn, es un inhibidor de 1la
polimerizacidén de tubulina, un agente de algquilacidn que se
enlaza vy fragmenta el ADN, una sintesis de proteinas
inhibidoras o un inhibidor de la tirosina cinasa.

En una modalidad, el farmaco citotdxico se selecciona

de caliqueamicina, tiotepa, taxanos, vincristina,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, esperamicinas,
actinomicina, autramicina, azaserinas, bleomicinas,
tamoxifen, idarubicina, dolastatinas/auristatinas,

hemiasterlinas, y maitansinoides.

En una modalidad, preferida el farmaco citotdxico es
caligueamicina. En una modalidad particularmente preferida,
la caliqueamicina en una caliqueamicina gamma © un derivado
de caliqueamicina gamma de N acetilo.

Todavia en otro aspecto el farmaco c¢itotdxico se

funcionaliza con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida y se
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conjuga a un portador proteinico por medio de la ligadura
hidrolizable que puede liberar el farmaco citotdxico del
conjugado después de enlazarse y entrar en las células
objetivo.

En una modalidad preferida de este aspecto, la
ligadura hidrolizable es &acido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico
{AcBut) .

Todavia en otro aspecto de la invencién se usa acido
octanolico o su sal, o acido decanoico, © su sal como un
aditivo durante el proceso de conjugacidén para disminuir la
agregacidén e incrementar la carga de farmaco.

Todavia en otro aspecto de la invencidn los
conjugados de la invencidn se purifican por un proceso de
separacidén cromatografica.

En una modalidad, el proceso de separacidn
cromatografica usado para separar el conjugado portador
derivado de farmaco monomérico es una cromatografia de
exclusién de tamano (SEC).

En otra modalidad, el proceso de separacidn
cromatogridfica usado para separar el conjugado de portador
derivado farmaco monomérico es cromatografia CLAR, FPLC o
Sephacryl $-200.

En una modalidad preferida el proceso de separacién
cromatografica usado para separar el conjugado de portador
y derivado de farmaco monomérico en una cromatografia de
interaccién hidrofdébica (HIC) . En una modalidad
particularmente preferida, HIC se efectia usando un medio
cromotografico de flujo rédpido de fenil sefarosa 6, butil
sefarosa 4 en un medio cromatografico de £flujo réapido,
medio cromatografico de flujo répido de octillsefarosa 4,

medio cromatografico de éter de Toyopearl 650M, medio HIC
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Macro-Prep de metilo o un medio HIC Macro-Prep de t-butilo.
En una mcdalidad méds particularmente preferida la HIC se
efectia usande un medio de flujo rapido de butil sefarosa
4.

En otro aspecto, la invencidén se dirige a un conjugado
portador/derivado de farmaco citotdxico monomerico
producidoe por el método de la invencidn. En una modalidad
preferida de este aspecto el farmaco citotdxico usando es
caliqueamicina y el portador usado es un anticuerpo.

En otra modalidad preferida el anticuerpo se
selecciona de un grupo que consiste de un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano,
un anticuerpo humanizado, una anticuerpo de cadena sencilla
o fragmento Fab y un fragmento F{ab)2. En un aspecto mas
particularmente preferido, se usa un anticuerpo humanizado
dirigido contra el antigeno de superficie celular CD22.

En una modalidad el anticuerpo humanizado anti-CD22 es
un anticuerpo injertado con CDR, y comprende una regidn
variable de cadena ligera 5/44-gLl (SEQ ID NO: 19) y una
regién variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ ID NO: 27).

Fn otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22
es un anticuerpo injertado con CDR, gque 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 gque 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 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 es un anticuerpo injertade con CDR gue eés un
anticuerpo variante obtenido por un protocolo de maduraciodn
de afinidad que tiene una especificidad aumentada para el
CD22 humano.

En una modalidad preferida la caliqueamicina es una
caligqueamicina gamma o 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 el
farmaco al portador es una ligadura hidrolizable que puede
liberar el farmaco citotdéxico a partir del conjugado
después de enlace y entrada en las células objetivo. En una
modalidad, preferida la ligadura hidrolizable es el &cido
4~ (4-acetil fenoxi) butanoico (AcBut).

Otro aspecto de la invencidn se dirige a un conjugado
de un derivado de caliqueamicina monemérico/anticuerpo
anti-CD22 que tiene la foérmula Pr(-%X-S-S5-W), en donde Pr es
un anticuerpo anti-CD22, X es una ligadura hidrolizable gque
comprende un producto de cualquier grupo reactivo que puede
reaccionar c¢on un anticuerpo; W es un radical de
caligueamicina, m es la carga promedio para un producto de
conjugacién purificado de manera gque la caliqueamicina
constituye 4-10% del conjugado en peso y (-X-S-S-W)p es un
derivado de caliqueamicina generado por el proceso de la
invencidn.

En una modalidad de este aspecto, el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste de un grupo monoclonal,

un anticuerpo guimérico, 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 para CD22
humano, y comprende una cadena pesada en donde el dominio
variable comprende un CDR que tiene al menos una de las
secuencias dadas como Hl1 en la figura 1 (SEQ ID NO: 1) para
CDR-H1, como H2 en la figura 1 (SEQ ID NO: 2) o H2 (SEQ ID
NO: 13) o H2"'(SEQ ID NO: 15) o H2 7" (SEQ ID NO: 16) para
CDR-H2 o como H3 en la figura 1 (SEQ ID NO: 3) para CDR-H3
y comprende una cadena ligera en donde el dominioc variable
comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias
dadas como L1 en la figura 1 (SEQ ID NO: 4) para CDR-L1
como L2 en la figura 1 (SEQ ID NO: 5) para CDR-L2, o como
L3 en la figura 1 (SEQ ID NO: 6) para CDR-L3.

En otra modalidad preferida el anticuerpo anti-CD22
comprende una cadena pesada en donde el dominio 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 o SEQ ID
NO: 13 o SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16 para CDR-HZ o SEQ ID
NO: 3 para CDR~H3 y una cadena ligera en donde el dominio
variable comprende un CDR que tiene al menos una de las
secuencias dadas en SEQ ID NO: 4 para CDR~L1, SEQ ID NO: 5
para CDR~L2 o 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 o SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16 para CDR-
H2, SEQ ID NO: 3 para CDR-H3, SEQ ID NO: 4 para CDR-L1, SEQ
ID NO: 5 para CDR-LZ y SEQ ID NO: 6 para CDR-L3.

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22

es un anticuerpo anti-CD22 injertado con CDR y comprende un
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dominio variable que comprende regiones de estructura del
aceptor humano y CDR de donadores no humanos.

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22
tiene una estructura aceptor humano en donde las regiones
del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo se
basan en una secuencia del consenso del subgrupo 1 humano y
comprende residuos de donador no humano en las posiciones
1, 28, 48, 71 y 93. En otra modalidad, el anticuerpo
humanizado comprende ademas residuos de un donador no
humano en las posiciones 67 y 69.

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado
injertado con CDR comprende un dominio. variable de la
cadena ligera que comprende una regidén de estructura del
aceptor humano con base en una secuencia de consensc humana
del subgrupo 1 y comprende ademéds residuos del donador no
humano en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60. En otra
modalidad, el anticuerpo injertado con CDR comprende ademas
residuo del donador no humano en la posicidn 3.

Todavia en otra modalidad el anticuerpo injertado CDR
comprende una regién variable de cadena ligera 5/44-gLl
/(SEQ ID NO: 19) y una regidédn variable de cadena pesada
5/44-gH7 (SEQ ID NO: 27).

En otra modalidad, el anticuerpo injertado con CDR
comprende una cadena ligera gque tiene la secuencia como se
establece en SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene la
secuencia como se establece en SEQ ID NO: 30,

Todavia en otra modalidad el anticuerpo injertado con
CDR comprende una cadena ligera tiene la secuencia como se
establece SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene la

secuencia como 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
maduracién de afinidad y tiene una especificidad aumentada
para el CDZ22 humano.

En otra modalidad, el anticuerpo anti-CD22 es un
anticuerpo quimérico que comprende las secuencias de los
dominios variables de cadena ligera y pesada del anticuerpo
monoclonal establecido en SEQ ID NO:7 vy SEQ ID NO:8,
respectivamente.

Todavia en otra modalidad el anticuerpo anti-CD22
comprende un CDR hibrido con una secuencia de CDR de
donador truncada en donde la porcidén faltante del CDR del
donador se reemplaza por una secuencia diferente y forma un
CDR funcional.

Fn una modalidad particularmente preferida, el
derivado del féarmaco citotdxico es una caligqueamicina gamma
o un derivado de caligueamicina N acetil gamma.

En otro aspecto, la invencidén se dirige a una método
para la preparacién de la composiciédn liofilizada estable
de un conjugade de un portador/derivado de farmaco
citotdédxico monomérico. En una modalidad, preferida la
composicidn estable liofilizada del conjugado del
portador/derivado de farmaco citotdxico monomérico se
prepara al (a) disolver el conjugado del portador derivado
de farmacos citotdéxico monomérico hasta una concentracién
final de 0.5 hasta 2 mg/ml en una solucidén que comprende
un crioprotector a una concentracidén de 1.5%-5% en peso, un
agente polimérico de wvolumen a una concentracién de 0.5-
1.5% en peso, electrolitos a una concentracién de 0.01M a
0.1M, un agente facilitador de la solubilidad a una

concentracién de 0.005-0.05% en peso, agente amortiguador a
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una concentracién de 5-50 mM de manera tal que el pH final
de la solucién es 7.8-8.2, vy agua; (b) dosificar la
solucidén anterior en viales a temperatura de +5°C hasta
+10°C; (¢) congelar la solucién a una temperatura de
congelacién de -35°C hasta =-50°C; (d) someter la solucidén
congelada a una etapa inicial de secado por congelacidén a
una presién de secado primaria de 20 hasta 80 micras a una
temperatura de anaquel a -10°C hasta -40°C por 24 hasta 78
horas; y (e) someter el producto secado por congelacidn de
la etapa (d) a una etapa de secado secundaria a una presién
de secado de 20 a 80 micras a una temperatura de anaquel de
+10°C a + 35°C durante 15 a 30 horas.

En una modalidad, el crioprotector utilizado en la
liofilizacidén de conjugado de farmaco/portador citotdxico
se selecciona del alditol, maniteol, sorbitol, inositol,
polietilen glicol, &acido aldénico, é&cido urdnico, acido
alddrico, aldosas, cetosas, amino azucares, alditoles,
inositoles, gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa,

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

talosa, heptosa, glucosa, fructosa, Adcido glucédnico,
sorbitol, lactosa, manitol, metil a-glucopiranosida,
maltosa, acido iscascdrbico, é&cido ascédrbico, lactona,
sorbosa, &cido glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa,
alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa,

ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, acido glucurdnico,
acido glucénico, 4acido glucdrico, acido galacturdnico,
acido manurdnico, glucosamina, galactosamina, sacarosa,
trehalosa, adcido neuraminico, arabinanos, fructanos,
fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos,
xilanos, levano, fucoidano, carragenina, galactocarolosa,
pectinas, Aacidos pééticos, amilosa, pululano, glicdgeno,

16



amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina,
agarosa, gqueratina, condrolitina, dermatano, dcido
hialurénico, acido alginico, goma xantana, almidén,
sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol,
polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, Y
pentaeritritol.

En una modalidad preferida, el <crioprotector es
sacarosa que estd presente a una concentracidén de 1.5% en
peso.

En una modalidad el agente de volumen polimérico
utilizado durante el proceso de liofilizacidén se selecciona
de Dextrano 40 o almiddn de hidroxietil 40, y esta a una
concentracién de 0.9% en peso.

En otra modalidad el electrolito usado en la solucidn
de liofilizacidén es cloruro de sodio que estd presente a
una concentracién de 0.05 M.

En una modalidad preferida un agente facilitador de la
solubilidad se usa durante el proceso de liofilizaciédn.
Preferiblemente este agente facilitador de la solubilidad
es un tensocactivo. En una modalidad, particularmente
preferida el tenscactivo es polisorbato 80, que esta
presente a una concentracién de 0.01% en peso.

En una modalidad el agente amortiguador usado es
trometamina que estd presente a una concentracién de 0.02
M. Se prefiere para el pH de la solucidn que sea de 8.0 al
comienzo del proceso de liofilizacidén. La solucidén que
contiene el conjugado de portador/farmaco citotdxico se
dosifica a los viales a una temperatura de +5°C previo al
comienzo del proceso.

En una modalidad preferida, la solucién de los viales

se congela a una temperatura de -45°C; la soluciédn
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congelada se somete a una etapa 1inicial de secado por
congelacién a una presidén de secado primaria de 60 micras y
a una temperatura de anaquel de -30°C por 60 horas; y el
producto secado por congelacidén se somete a una etapa
secundaria de secado, a una presioén de secado de 60 micras,
a temperatura de anaquel de +25°C por 24 horas.

Otro aspecto de la invencién se dirige a una
composicién que comprende una dosis terapéuticamente
efectiva de un conjugado de un derivado/portador de
farmacos citotdxico monomérico preparado por un método de
la invencidn.

En una modalidad, el portador en el conjugado de
portador/derivado de farmaco citotdxico monomérico es un
portador proteinico seleccionado de hormonas, factores de
crecimiento, anticuerpos e imitadores de anticuerpos.

En una modalidad preferida, el portador proteinico es
un anticuerpo monoclonal humano, un anticuerpo quimérico,
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 1la invencidén, el anticuerpo anti-CD22 tiene
especificidad para el CD22 humano y comprende una cadena
pesada en donde el dominio variable comprenden un CDR gue
tiene al menos una de las secuencias dadas como H1l en la
figura 1 (SEQ ID NO:1) para CDR-H1l, como H2Z en la figura 1
(SEQ ID NO:2) o H2’ (8EQ ID NO:13) o H2'" (SEQ ID NO:15) o
H2"*" (SEQ ID NO:16) para CDR-H2, o como H3 en la figura 1
(SEQ ID NO:3) para CDR-H3, y comprende una cadena ligera en
donde el dominio variable comprende un CDR que tiene al

menos una de las secuenclas dadas como L1 en la figura 1
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para (SEQ ID NO:4) para CDR-L1, como L2 en la figura 1 (SEQ
ID NO:5) para CDR-L2, o como L3 en la figura 1 (SEQ ID
NO:6) para CDR-L3.

En otra modalidad preferida, el anticuerpo anti-CDZ22
tiene wuna cadena pesada en donde el dominio variable
comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias
dadas en SEQ ID NO:1 para CDR-Hl, SEQ ID NO:2 o SEQ ID
NO:13 o SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:16 para CDR-HZ, o SEQ 1D
NO:3 para CDR-H3, y una cadena ligera en donde el dominio
variable comprende un CDR que tiene al menos una de las
secuencias dadas en SEQ ID NO:4 para CDR-L1, SEQ ID NO:5
para CDR-L2, o 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 o SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:16 para CDR-H2, SEQ
ID NO:3 para CDR-H3, SEQ ID NO:4 para CDR-L1, SEQ ID NO:5
para CDR-L2, y SEQ ID NO:6 para CDR-L3,

En una modalidad particularmente preferida el
anticuerpo humanizado anti-CD22 es un anticuerpo anti-CD22
humanizado injertado con CDR, vy comprende una regidn
variable de cadena ligera 5/44-gLl (SEQ ID NO:19), y una
regién de wvariable 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 CD2Z humano Yy
comprende una cadena ligera gque tiene una secuencia
establecida en SEQ ID NO:28 y una cadena pesada gque tiene
una secuencia establecida en SEQ ID NO:30.

En una modalidad, el anticuerpo injertado con CDR es

un anticuerpo variante que tiene una especificidad
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aumentada para el CD22 humano y el anticuerpo se obtiene
por un protocolo de maduracidén de afinidad.

En una modalidad, el farmaco citotdéxico monomérico es
caligueamicina y se selecciona preferiblemente de la gamma
caliqueamicina o la N acetil caliqueamicina.

En una modalidad, la composicidn puede contener
opcionalmente un agente bioactivo adicional. Tal agente
bicactivo puede ser un farmaco citotdxico un factor de
crecimientc o una hormona.

Todavia otro aspecto de la invencién se dirige a un
método de tratamiento de un sujeto con un trastorno
proiiferativo, al administrar al sujeto una  dosis

terapéuticamente efectiva de la composicién de la

invencidn. La composicién se puede administrar
subcuténeamente intraperitonealmente, intravenosamente,
intraarterialmente, intramedularmente, intratecalmente,
transdermalmente, Lranscutéanea, intranasal, tépica,

enteral, intravaginalmente, sublingualmente, o rectalmente.
En una modalidad preferida la composicién de la invencidn
se administra intravencsamente.

En una modalidad la composicién se administra a un
sujeto humano que padece de una trastorno proliferativo tal
como el cancer. En una modalidad, preferida el cancer es
una malignidad de células B. La malignidad de células B
puede ser una leucemia o linfoma que expresa un antigeno de
superficie celular CD22.

Todavia en otra modalidad el cancer es un carcinoma o
un sarcoma.

Otro aspecto de la presente invencién se dirige a un
método de tratamiento de una malignidad de células B al

administrar a un paciente con tal malignidad una
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composicidén terapéuticamente  efectiva que comprende un
anticuerpo anti-CD22 citotédxico conjugado de la invencidn.
En una modalidad, preferida la malignidad de células B es
un linfoma, particularmente linfoma No Hodgkin.

En una modalidad el farmaco citotdxico usado para
preparar los conjugados de la presente invencidn se
selecciona del grupo gque consiste de caliqueamicinas,
tiotepa, taxanos, vincristina, daunorubicina, doxorubicina,
epirubicina, actinomicina, autramicina, azaserinas,
bleomicinas, ' tamoxifeno, idarubicina,
dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas, maitansinoides,
y esperamicinas.

En una modalidad, preferida el farmaco citotdxico es
gamma caliqueamicina o N- acetil caliqueamicina.

En otra modalidad, el tratamiento comprende la
administracién de un conjugado de farmaco citotdxico de la
invencidédn con uno 0 mas agentes biocactivos seleccionados de
anticuerpos factores de crecimiento, hormonas, citocinas,
antihormonas, xXantinas, interleucinas, interferones, Y
fdrmacos citotédxicos.

En una modalidad preferida el agente biocactivo es un
anticuerpo y se dirige contra un antigeno de superficie
celular expresado en malignidades de células B. En una
modalidad adicional preferida, el anticuerpo dirigido
contra antigenos de superficie celular expresado en las
malignidades de células B se selecciona de un grupo dque
consiste de anticuerpos anti-CD19, anti-CD20 y anti-CD33.
Tales anticuerpo incluyen el anticuerpo anti-Ccb20,

rituximab (Rituxan™) .

21



En otra modalidad los agentes bicactivos son citoxinas
o factores de crecimiento e incluyen pero no se limitan a
interleucina 2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF.

En otra modalidad los agentes biloactivos son hormonas
e incluyen estrdgenos, androégenos, progestinas, y
corticosterocides.

Todavia en otra modalidad el agente bicactivo es un

farmaco citotdxico seleccilonadoe de doxorubicina,
daunorubicina, idarubicina, aclarubicina, zorubicina,
mitoxantrona, epirubicina, carubicina, nogalamicina,
menogarilo, pitarubicina, valrubicina, citarabina,
gemcitabina, trifluridina, ancitabina, enocitabina,
azacitidina, doxifluridina, pentostatina, broxuridina,
capecitabina, cladribina, decitabina, floxuridina,

fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina,

adriamicina, cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida,
dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona,
blecomicina, mecloretamina, prednisona, procarbazina

metotrexato, fluoruracilos, etopdsidp, taxol, analogos de
taxol, y mitomicina.

Fn una modalidad preferida, la composicidén
terapéuticamente efectiva del anticuerpo anti-CD22 de
farmacos citotdxicos conjugado se administra junto con una
o més combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un
régimen de tratamiento, en donde la combinacidén de agentes
citotéxicos se seleccicona de: CHOPP (ciclofosfamida,

doxorubicina, vincristina, predniscna, y procarbazina);

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

procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona); M-
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BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, vy leucovorin);
ProMACE~MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin, mecloetamina,

vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
etopdsido, leucovorin, citarabina, bleomicina, \%
vincristina) ; MACOP-R (metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, Y

leucovorin); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, vy
procarbazina); ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
vinblastina, y dacarbazina):; MOPP {(mecloetamina,
vincristina, prednisona, y procarbazina) alternando con ARV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y vinblastina); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, vy procarbazina)
alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
vinblastina, % dacarbazina), ChIVPP (clorambucil,
vinblastina, procarbazina, % prednisona) ; IMVP-16
(ifcsfamida, metotrexato, vy etopdsido); MIME (metil-gag,
1fosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona,
citaribina de alta dosis, y cisplatina); ESHAP (etopdsido,
metilpredisolona, citarabina de alta dosis, y cisplatina);
CEPP (B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina,
prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona,
citarabina, - vy prednisona); y CVP-1 (ciclofosfamida,
vincristina, y prednisona).

En una modalidad preferida, la composicidn
terapéuticamente efectiva del anticuerpo citotédxico anti-
CD22 de farmaco conjugado se administra previo a la
administracién de una o mads de las composiciones anteriores

de farmacos citotéxicos. En otra modalidad preferida la
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composicidn terapéuticamente efectiva del conjugado
citotdxico de anticuerpo anti-CD22 y férmaco se administra
posterior a una o mas de las combinaciones anteriores de
farmacos citotéxicos como parte de un régimen de
tratamiento.

Otro aspecto de la invencién se dirige a un método de
tratamiento de linfomas agresivos que comprende administrar
a un paciente que necesita del tratamiento, una composicién
terapéuticamente efectiva de un conjugado de anticuerpo
anti- CD22 derivado de caliqueamicina monomérica junto con
uno o mas agentes biloactivos.

Todavia otro aspecto de 1la presente invencidn se
dirige al uso de la composicién de la invencidén, en el
tratamiento de un sujeto con un trastorno proliferativo tal
como el cancer. En particular, el céncer es una malignidad
de las células B que expresa el antigeno CD22 en la
superficie celular. En particular la malignidad de células
B es una leucemia o un linfoma. En una modalidad, el céncer
es carcinoma o una leucemia.

En una modalidad, la dosis terapéuticamente efectiva
de la composicioén se administra subcutaneamente,

intraperitonealmente, intravenosamente, intraarterialmente,

intramedularmente, intratecalmente, transdermalmente,
transcutéaneamente, intranasalmente, topicamente,
enteralmente, intravaginalmente, sublingualmente o)
rectalmente.

En una modalidad preferida la dosis terapéuticamente
efectiva de la composicién farmacéutica de la invencidn se
administra intravenosamente.

Otro aspecto de la invencidén se dirige al uso de un

conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado de
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caliqueamicina monomérico de la presente invencidn, para
uso en el tratamiento de un sujeto con una malignidad de
células B tal como el linfoma No Hodgkin. En una modalidad
el conjugado de anticuerpo/anti-CD22 derivado de
caliqueamicina monomérica de la presente invencidn se
administra con uno o mas agentes biocactivos.

En una modalidad, los agentes bicactivos se
seleccionan de un grupo que consiste de anticuerpo,
factores de crecimiento, hormonas, citocinas, antihormonas,
xantinas, interleucinas, interferones, % farmacos
citotdxicos.

En una modalidad, preferida el agente bicactivo es un
anticuerpo dirigido contra un antigeno de superficie
celular expresado en las malignidades de células B tales
como anticuerpos anti-CD19, anti-CD20 y anti-CD33. En una
modalidad preferida el anticuerpo anti-~CD20 es rituximab
(Rituxan™) .

En otra modalidad los agentes bicactivos incluyen
citocinas o factores de crecimiento tales como interleucina
2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF u hormonas que incluyen
estrbégenos, andrbgenos, progestinas y corticosteroides.

En otra modalidad el agente biocactivo es un farmaco

citotéxico seleccicnado de doxorubicina, daunorubicina,
idarubicina, aclarubicina, zorubicina, mitoxantrona,
epirubicina, carubicina, nogalamicina, menogaril,
pitarubicina, valrubicina, 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, etopdsido, taxol, analogos de taxol, vy
mitomicina.

En una modalidad preferida, la dosis terapéuticamente
efectiva del conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado
monomérico de caligqueamicina se administra junto con una o
mas combinaciones de agentes citotdéxicos como parte del

régimen del tratamiento, en donde la combinacién de agentes

citotdxicos se selecciona de CHOPP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazilna);
CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, %
prednisona) ; cop (ciclofosfamida, vincristina, Y
prednisona) ; CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina
procarbazina, bleomicina, vincristina, vy prednisona); M-
BACOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina,

ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorin):;

ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdbsido, leucovorin, mecloetamina,
vincristina, prednisona, Yy procarbazina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
etopdsido, leucovorin, citarabina, bleomicina, y
vincristina) ; MACOP-B (metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina; prednisona, bleomicina, \%

leucovorin); MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, vy
procarbazina);: ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
vinblastina, v dacarbazina) ; MOPP (mecloetamina;
vincristina, prednisona y procarbazina) alternando con ABV
(adriamicina/doxeorubicina, bleomicina, y vinblastina); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, vy procarbazina)

alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
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vinblastina, y dacarbazina); CHIVPP {clorambucil,
vinblastina, procarbazina, y prednisona) ; IMVP-16
(ifosfamida, metotrexato, vy etopdsido); MIME (metil-gag,
ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona,
citaribina de alta dosis, y cisplatina); ESHAP (etopédsido,

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, y cisplatina):

CEPP (B) (ciclofosfamida, etopdsido, procarbazina,
prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona,
citarabina, y prednisona) ; Cvp-1 (ciclofosfamida,
vincristina, % prednisona), ESHOP (etopdsido,

metilpredisolona, ciltarabina de alta dosis, vincristina y
cisplatina); EPOCH (etopdsido, vincristina, y doxorubicina

por 96 horas con dosis de bolo de ciclofosfamida vy

prednisona oral), ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, y
etopdsido), CEPP (B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisona, y bleomicina), CHOP-B.

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, vy
bleomicina, CEPP-B (ciclofosfamida, etopbsido,
procarbazina, y Dbleomicina, y P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).
En una modalidad preferida, el conjugado de anticuerpo
anti-CD22/derivado monomérico de caliqueamicina se

administra previo a la administracién de una o mas

combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un’

régimen de tratamiento.

En otra modalidad preferida la dosis terapéuticamente
efectiva de un conjugado de anticuerpo anti~CD22/derivado
monomérico de caliqueamicina se administra posterior a la
administracién de wuna o mas combinaciones de agentes
citotdxicos como parte de un régimen de tratamiento.

Todavia en otra modalidad preferida, la dosis
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terapéuticamente efectiva del conjugado de anticuerpo anti-
CD22/derivado monomérico de caliqueamicina se administra
junto con un anticuerpo dirigido contra un antigeno de
superficie celular en malignidades de <celulas B, vy
comprende opcionalmente una o mas combinaciones de agentes
citotdxicos comoe parte de un régimen de tratamiento.

En otro aspecto, la invencidédn se dirige al uso de un
conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado monomérico de
caliqueamicina de la presente invencién, en la fabricacidn
de un medicamento para el tratamiento de un trastorno
proliferativo. Tal medicamento se puede usar para tratar
trastornos proliferativos de células B ya sea solos o en

combinacién con otros agentes bicactivos.

Breve Descripcién de Las Figuras

La figura 1 muestra la secuencia de amincacidos de los
CDR de anticuerpo monoclonal de ratén 5/44 (SEQ ID NOS:1 a
6).

La figura 2 muestra la secuencia de ADN y de proteinas
de la variable de cadena ligera (Vy) que es el dominio del
anticuerpo monoclonal de ratdn 5/44.

La figura 3 muestra la secuencia completa del dominio
variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo monoclonal de
ratén 5/44.

La figura 4 muestra la estrategia de separacidén del
sitio de glicosilacidén y lisina reactiva en CDR-HZ.

La figura 5 muestra el disefio de injertos para la
secuencia de cadena ligera 5/44. DPK-9 es la secuencia de
estructura del aceptor de la linea germinal humana. Las
lineas verticales 1indican las diferencias entre 1los

residuos humanos y de ratédn. Las secuencias subrayadas
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indican residuos del donador gque se han retenido en el
injerto. Los CDR se indican en letras itdlicas en negritas
(no se muestra para DPK-9). El injerto gLl tiene 6 residuos
de estructura del donador, gLZ2 tiene 7.

La figura 6 muestra el disefio de injertos para la
secuencia de cadena pesada 5/44; DP7 es la secuencia de
estructura del aceptor de linea germinal humana. Las lineas
verticales indican diferencias dentro de los residuos
humanos y de ratdn. Las secuencilas subrayadas indican los
residucs del donador que han sido retenidos en el injerto.
Los CDR se indican en itélicas, las letras en negritas (no
se muestran para DP7). Los injertos gH4 y gH6 tienen 6
residuos de estructura del donador. Los injertos gHS 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 pMRR10.1.

La figura 9 muestra los resultados del ensayo Biacore
de los mutantes quiméricos 5/44.

La figura 10 muestra los oligonucledtidos para 1los
ensambles de genes 5/44 gHl y GL1.

La Figura 11 muestra el mapa de plasmidos del vector
intermediario pCR2.1 (544gH1).

La figura 12 muestra el mapa de plasmidos del vector
intermediario pCR2.1 (544gLl).

La figura 13 muestra los casetes de oligonucledtidos
utilizados para hacer injertos adicionales.

La figura 14 es una grafica que muestra un ensayo de
competicién entre un anticuerpo 5/44 de ratén etiquetado
fluorescentemente y variantes injertadas.

La figura 15 es una grafica que muestra un ensayo de

competicidén 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 ligeras y pesadas injertadas.

La figura 17 es una representacidn esquemdtica de un
conjugado de DMH de caliqueamicina con anticuerpo NAc-
gamma .

La figura 18 es una grafica gue muestra el efecto de
CMC-544 en el crecimiento de linfoma de células B RAMOS.

La figura 19 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544 en linfomas grandes de células B en un modelo de
xenoinjerto in vivo en ratones descubiertos.

La figura 20 es una grafica que compara los efectos de
CMC-544 hecho con el proceso de conjugacién CMA-676 y el
proceso de conjugacidén CMC-544 en el crecimiento del linfoma
RL.

La figura 21 es una grafica que muestra el linfoma RL
tratado con rituximab (Rituxan™) que es susceptible a
tratamiento con CMC-544.

La figura 22 es una grafica que muestra el efecto de
rituximab (Rituxan™) en el efecto citotéxico de CMC-544.

La figura 23 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 en la supervivencia
de ratones SCID con un linfoma temprano diseminado RAMOS B.

La figura 24 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544, rituximab (Rituxan™), v CMA-676 en la supervivencia
de ratones SCID con un linfoma tardio diseminado RAMOS B.

La figura 25 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 en la supervivencia
de ratones SCID con linfoma tardio diseminado RAMOS B.

La figura 26 es una grafica que muestra el efecto de

CMC-544, rituximab (Rituxan™), y CMA-676 en la
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supervivencia de ratones SCID con linfoma tardio
diseminado RAMOS B.

La figura 27 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544, rituximab (Rituxant™), y CMA-676 en la
supervivencia de ratones SCID con linfoma tardio diseminado
RAMOS B.

La figura 28 es una grafica gque muestra la actividad
anti-tumor CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan™) sobre un
linfoma gque no es Hodgkin RL.

La figura 29 es una grafica que muestra la actividad
anti-tumor de CMC-544 y CHOP en un linfoma RL gue no es

Hodgkin.

Descripcidén Detallada de la Invencién

Los conjugados de la presente invencidn comprenden un
farmaco citotéxico derivado con una ligadura que incluye
cualquier grupo reactivo que reacciona con un portador
proteinico para formar un conjugado portador proteinico
derivado de un farmaco citotdéxico. Especificamente, los
conjugados de la presente invencidén comprenden un farmaco
citotdéxico derivado con una ligadura gue incluye cualquier
grupo reactivo que reacciona con un anticuerpo usado como
un portador proteinico, para formar un conjugado de
anticuerpos de farmacos citotdxico. Especificamente el
anticuerpo reacciona contra un antigeno de superficie
celular en malignidades de células B. Se describe a
continuacién un proceso mejorado para la elaboracidn vy
purificacién de tales conjugados. El uso de cosolventes en
particular, aditivos y condiciones de reaccidn especificas
junto con el proceso de separaciédn, resulta en la formacidn

de un c¢onjugado de anticuerpo/derivado de farmaco
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citotdxico monomérico con una reduccidédn importante en el
LCEF. La forma monomérica, opuesto a la forma agregada tiene
un valor terapéutico importante y minimiza el LCF y reduce
substancialmente los resultados de agregacidédn en la
utilizacidén en el material de partida de anticuerpos en una
forma terapéuticamente significativa al evitar que el LCF

compita con una fraccién més altamente conjugada (HCE).

I. PORTADORES
Los agentes portadores/objetivo de la presente

invencién son preferiblemente agentes portadores/objetivo

proteinicos. Se incluyen como agentes
portadores/proteinicos las hormonas, factores de
crecimiento, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos,

imitaciones de anticuerpos y sus contrapartes preparadas
por ingenieria genéticamente o enziméticamente, referidas
de aqui en adelante o singularmente como un grupo de
portadores. La propiedad esencial de un portador es su
capacidad de reconocer o enlazarse a un antigeno o receptor
asociado con células indeseables e interiorizarse
posteriormente. Los ejemplos de portadores que aplican en
la presente invencidén se describen en la patente de E.U.A
No. 5,053, 394, que se incorpora en la presente en su
totalidad. Los portadores preferidos para su uso en la
presente invencién son anticuerpos e imitadores de
anticuerpos.

Se han utilizado diversos andamiajes de proteinas gue
no son de inmunoglubulina, para generar imitaciones de
anticuerpo que se enlazan a epitopos antigenicos con la
especificidad de un anticuerpo (publicacidén PCT No. WO

00/34784). Por ejemplo, un andamiaje de “minicuerpo” que se
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relaciona con el pliegue de inmunoglobulina se ha disefiado
al suprimir tres hebras beta de un dominio variable de
cadena pesada de una anticuerpo monoclonal (Tramontano et
al., J. Mol. Recognit. 7:9, 1994). Esta proteina incluye 61
residuos y se puede usar para presentar dos circuitos
hipervariables. Estos dos circuitos han sido aleatorizados
y seleccionados los productos para enlace de antigenos,
pero hasta ahora la estructura parece estar de alguna forma
limitada en utilidad debido a los problemas de solubilidad.
Otra estructura utilizada para desplegar circuitos es un
tendamistat, una proteina que inhibe especificamente las
alfa amilasas de mamiferos vy es un intercalado de lamina
beta de 6 hebras y 74 residuos que se mantienen Jjunto con
dos enlaces bisulfuro (McConnell and Hoess, J. Mol. Biol.
250: 460,1995). Este andamiaje incluye tres circuitos pero
hasta la fecha, solamente se han examinado dos de estos
circuitos para un potencial de aleatorizacidn.

Se han probado otras proteinas como estructuras y se
han utilizado ©para desplegar residuos aleatorics en
superficies de hélice alfa (Nord et al., Nat. Biotechnol.
15: 772, 1997; Nord et al., Protein Eng. 8: 601, 1995),
circuitos entre las hélices alfa en los conjuntos de
hélices alfa (Ku and Schutz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:
6552, 1995), y circuitos limitados por puentes de bisulfuro
tales como aquellos de los inhibidores de proteasa pequefios
(Markland et al., Biochemistry 35: 8045,1996; Markland et
al., Biochemistry 35: 8058, 1996; Rottgen and Collins, Gene
164; 243,1995; Wang et al., J. Biol. Chem. 270: 12250,
1995).

Ejemplos de los portadores de anticuerpos que se

pueden usar en la presente invencidén incluyen anticuerpos
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monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, Y fragmentos
biolbégicamente activos de los mismos. Preferiblemente tales
anticuerpos se dirigen contra los antigenos de superficie
celular expresados en células vy/o tejidos objetivo en
trastornos proliferativos tales como céncer. Ejemplos de
los anticuerpos especificos dirigidos contra antigenos de
superficie celular en células objetivo incluyen sin
limitacién, anticuerpos contra el antigeno CD22 que se
sobreexpresa en la mayoria de los linfomas de células B,
G5/44, una forma humanizada de una anticuerpo monoclonal
anti-CD22 murino, anticuerpos contra el antigeno de
superficie de c¢élulas CD33, que prevalece en cilertos
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 PEM gque se encuentra en
muchos tumores de origen epitelial designado mP67.6 (ver I.
D. Bernstein et al., J. Clin. Invest. 79: 1153 (1987) y I.
D, Bernstein et al., J. Immunol. 128: 867-881 (1992)); vy un
anticuerpo humanizado contra el antigeno de carbohidrato de
Lewis y sobreexpresado en muchos tumores sélidos designados
como hu38193, (ver patente de E.U. No 6,310, 185 BI).
Ademéas existen varios anticuerpos comercialmente

disponibles tales como rituximab (Rituxan™) vy trastuzumab

(Herceptin™)

, que también se pueden usar como agentes de
direccionamiento/portadores. Rituximab (Rituxan™) es un
anticuerpo guimérico anti-CD20 usado para el tratamiento de
diversos linfomas de células B y trastuzumab (Herceptin™)

es una anticuerpo humanizado anti-Her2 usado para tratar el

cancer de mama.
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Se ejemplifica para su uso en la presente como un
portador en la presente 1invencidén, una molécula de
anticuerpo humanizado injertado con CDR dirigido contra el
antigeno de superficie celular CD22, designado como 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 término “una molécula de anticuerpos
injertada con CDR” como se usa en la presente se refiere a
una molécula de anticuerpo en donde la cadena ligera y/o
pesada contiene una o mAs regiones determinantes de la
complementariedad (CDRS) que incluyen si se desea un CDR
modificado (de agui en adelante CDR) a partir de un
anticuerpo donador (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
murino) injertado en una estructura de regidén variable de
cadena ligera y/o pesada de un anticuerpo aceptor (por
ejemplo, un anticuerpo  humano). Preferiblemente tal
anticuerpo injertado con CDR tiene dominio variable que
comprende regiones de estructura del aceptor humanas asi
como uno o mas CDR del donador antes referidos.

Cuando se injertan los CDR, se puede usar cualguier
regién variable del aceptor adecuada en una secuencia de
estructura que tenga referencia al tipo/clase del
anticuerpo del donador a partir del cual se derivan los CDR
incluyendo regiones de estructura humanas de primates y de
ratédn. Ejemplos de las estructuras humanas gue se pueden
usar en la presente invencidédn son KOL, NEWM, REI, EU, TUR,
TEI, LAY y POM (Kabat et al. Seg. of Proteins of Immunol.
Interest, 1: 310-334 (1994)). Por ejemplo, KOL y NEWM se
pueden usar para la cadena pesada REI se puede usar para la

cadena ligera y EU, LAY y POM se puede usar para la cadena
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ligera v pesada.

En un anticuerpo injertado con CDR con la presente
invencidén se puede usar como un anticuerpo aceptor uno gque
tengan cadenas qgue sean hombélogas 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.

También 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 cambilar los
residuos no usuales a residuos que se presentan mas
frecuentemente para esa clase o tipo de cadena del aceptor.
Alternativamente, los residuos seleccionados en las
regiones de estructura del aceptor se pueden cambiar de
manera gue correspondan al residuo encontrado en la misma
posicién en el anticuerpo del donador, o a un residuo que
tiene una substitucidén conservadora para el residuo gue se
encuentra en la misma posicién en el anticuerpo del
donador. Tales cambios se deben mantener en un minimo
necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo
donador. Un protocolo para la seleccidén de residuos en las
regiones de estructura del aceptor que se puede necesitar
cambiar se establece publicacién PCT No. WO 91/09967, gque
se incorpora aqui 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 invenciédn puede
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comprender una cadena pesada en donde el dominio variable
comprende como CDR-H2 (como se define por Kabat et al.,
(supra)) un H2' en el cual se ha retirado una secuencia del
sitio del glicosilacién potencial con objeto de incrementar
la afinidad del anticuerpo para el antigeno.

Alternativa o adicionalmente, el anticuerpo de la
presente invencidén puede comprender una cadena pesada en
donde el dominio variable comprende como CDR-HZ (como se
define por Kabat et al., (supra)) un HZ2’ en el cual un
residuo de lisina esta en la posicidén 60. Este residuo de
lisina que se localiza en una posicién expuesta dentro de
CDR-H2, vy se considera que tiene el potencial para
reaccionar con los agentes de conjugacién que resulta en
una reduccién de afinidad de enlace del antigeno, se
substituye con un aminodcido alternativo.

Adicionalmente el anticuerpo de la presente invencidn
puede comprender una cadena pesada en donde el dominio
variable comprende como CDR-H2 (como se define por Kabat et
al., (supra)) un H2”’ en el cual tanto en la secuencia del
sitio de glicosilacién potencial como el residuc de lisina
en la posicidén 60, se substituyen con amincacido
alternatives.

El anticuerpo de la presente invencién  puede
comprender: un anticuerpo completo que tengan cadenas
ligeras y pesadas desde longitud completa; un fragmento
bioldgicamente activo del mismo tal como Fab, modificado
Fab, fragmento Fab', F(ab'): o Fv; un mondémero o dimero de
cadena pesada o ligera o un anticuerpo de cadena sencilla
por ejemplo, un Fv de cadena sencilla en el cual los
dominios variables de cadena ligera y pesada se unen por

una ligadura de péptidos. Similarmente, las regiones
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variables de cadena ligera y pesada se pueden combinar con
otros dominios de anticuerpo como sea adecuado.

El anticuerpo de la presente invencién también puede
incluir un fragmento Fab modificado en donde la
modificacidén es la adicién de uno © mas aminodcidos para
permitir la colocacién de una molécula reportera o efectora
al extremo de la terminal C de su cadena pesada.
Preferiblemente los aminocacidos adicionales forman una
regién de articulaciédn modificada gque contiene uno o dos
residuos de cisteina a los cuales la molécula reportera o
del efector se pueden colocar.

Los dominios de regién constante del anticuerpo de la
presente invencién si estén presentes, se pueden
seleccionar haciendo referencia a a la funcién propuesta
del anticuerpo, y en particular a las funciones del efector
que puedan o no requerirse. Por ejemplo los dominios de
regidn constante pueden ser dominios humanos IgA, IgD, IgE,
IgG o IgM. En particular los dominios de regidn constante
IgG humanos se pueden usar especlialmente los isotipos IgGl
y IgG3, cuando el anticuerpo se pretende para usos
terapéuticos y se requieren las funciones del efector de
anticuerpos. Alternativamente, los isotipos IgG2 y IgG4 se
pueden usar o se pueden mutar la regidén con IgGl Fc para
suspender la funcidén del efector cuando se pretenda el
anticuerpo para propdsitos terapéuticos y las funciones del
efector de anticuerpos no se requieran o se deseen.

El anticuerpo de la presente invencidn tiene una
afinidad de enlace de al menos 5x107° M, preferiblemente al
menos 1x107° M, més preferiblemente al menos 0.75x107*° M, y
mas preferiblemente al menos 0.5x107* M.

En una modalidad, la presente invencidén se refiere a
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conjugados de inmunotoxinas y métodos para la elaboracién
de estos conjugados, usando variantes de anticuerpos o
imitaciones de anticuerpos. En una modalidad preferida las
variantes del anticuerpo de la presente invencidn se
dirigen contra CD22 y despliegan una afinidad mejorada con
CD22. Tales variantes se pueden obtener por diversos
protocolos de maduracién de afinidad que incluyen la
mutacién 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), uso de cepas mutadoras
de E.coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 19906),

mezclado de ADN (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 38,
724-733,1997), despliegue de fago (Thompson et al., J. Mol.
Biol., 2%6, 77-88, 1996) y PCR sexual (Crameri et al.,
Nature, 391, 288-291, 1998).

Se puede usar cualquier sistema de vector/célula
hospedadora adecuada para la expresidn de secuencias de ADN
que codifiquen el portador que incluyen los anticuerpos de
la presente invencidn. Se pueden usar sistemas bacterianos
por ejemplo E.coli y otros sistemas microbianos, en parte,
para la expresidédn de fragmentos de anticuerpos tales como
los fragmentos Fab y F (ab'),, y especialmente fragmentos
Fv y fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla, por
ejemplo Fvs de cadena sencilla. Se pueden usar sistemas de
expresién eucarioticos de células hospedadoras, por
ejemplo, de mamiferos para la produccién de anticuerpos
mayores que 1incluyen moléculas de anticuerpos completas.
Las células hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen
CHO, células de mieloma, células de levadura, células de

insectos, células de hibridoma, células NSO, VERO o PER Cé.

Los sistemas de expresidén adecuados también incluyen
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animales y plantas transgénicas.

II. AGENTES TERAPEUTICOS

Los agentes terapéuticos adecuados para su uso en la
presente invencidn, son farmacos citotdéxicos que inhiben o
fragmentan la polimerizacién de tubulina, agentes de
alguilacidén que se enlazan y fragmentan el ADN y agentes
que inhiben la sintesis de proteinas o proteinas celulares
esenciales tales COomo proteina clnasas, enzimas, \%

ciclinas. Ejemplos de tales ejemplos citotdxicos incluyen

pero no se limitan a tiotepa, taxanos, vincristina,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, actinomicina,
autramicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifen,
idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas,
caliqueamicinas, esperamicinas y maitansinoides. Los

farmacos citotédéxicos preferidos son las caliqueamicinas que
son un ejemplo de los antibidticos antitumor de trisulfuro
de metilo. Los ejemplos de las caliqueamicina adecuadas
para su uso en la presente invencién, se describen por
ejemplo, en la patente de E.U. No. 4,671,958; patente de
E.U. No. 4,970,198, patente de E.U. No. 5,053,394, patente
de 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 de caliqueamicina gamma © los

derivados de N acetil gamma caliqueamicina.

III. CONJUGADOS DE DERIVADO/PORTADOR DE FARMACO CITOTOXICO.
Los conjugados de la presente invencidén tienen la
formula Pr (-X-W), en donde:
Pr es un portador proteinico,

X es un enlace que comprende un producto de cualguier
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grupo reactivo gque ©pueda reaccionar con un portador
proteinico

W es el farmaco citotdxico;

m es la carga promedio para un producto de conjugacion
tal como la caligueamicina que constituye 4-10% del
conjugado en peso y

(-X-W)n es un farmaco citotdxico

Preferiblemente, X tiene la férmula

(CO-Alk' -8p! -Ar -Sp’-~ Alk? -C(z2')=Q -Sp)

en donde

Alk! vy Alk? es independientemente un enlace © una
cadena ramificada o no ramificada de (C1~Cjip) alquileno;

Sp' es un enlace, -S-, -0-, -CONH-, =-NHCO-, -NR'~, -N
(CH»CH,)sN-, o =~X-Ar’-Y-(CH;)p-2 en donde X, Y, y %4 es5
independientemente un enlace, -NR’'-, -S5-, o -0-, con la
condicién de que cuando n=0, entonces al menos uno de Y y Z
debe ser un enlace y Ar’ es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno
opcionalmente sustituido con uno, dos, tres grupos de (Ci-
Cs) alguilo, (Cy1-C4) alcoxi, (C1-C4) tialcoxi, haldgeno,
nitro, -COQR’, ~CONHR', -~ (CHz) nCOOR', ~3 (CH;) nCOCR", -
O(CH,),CONHR’, o =-S(CH,;),CONHR’, con la condicidén de gue
cuando Alk' es un enlace, Sp' es un enlace;

n es un entero desde 0 hasta 5;

R’ es una cadena ramificada o no ramificada (Ci-Cs)
opcionalmente sustituida por uno o dos grupos de -OH, (Ci-
Cy)alcoxi, (C1-Cyq)tiocalcoxi, haldégeno, nitro, (C1=C3)
dialquilamino, o (Ci;-Cs)trialgquilamonio —-A donde A- es un
anién farmacéuticamente aceptable gue completa una sal:

Ar es 1,2-, 1,3-, o 1l,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C;-Cg)alquilo,

(C1-Cs) alcoxi, (C;-C4)ticalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’, -
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CONHR", ~-0O(CH;),COOR’", ~S{CH;),COQO0R", -0O(CH;),CONHR’, o -5
(CH;) ,CONHR’ en donde n y R’ son como se definieron hasta
aqui 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
]
= TD

con cada naftilideno o] fenotiazina opcionalmente
substituido con uno, dos, tres o cuatro grupos de (C;-Cg)
alguilo, (C;~Cs) alcoxi, (Ci1-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro,
-COOR’, -CONHR’, ~O(CH;),COOR’, =-S(CH),COOR", o -S(CHyz)
~CONHR’ en donde n y R’ son como se definen arriba, con la

condicién de que cuando Ar es fenotiazina, Sp' es un enlace

solo unido a nitrdgeno ;

2

Sp es un enlace, -5-, o -0-, con la condicién de que
cuando Alk? es un enlace, Sp? es un enlace;

7z} es H, (C1-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C;-Cs) alguilo,
(C1-Cs) alcoxi, (Ci-C4) tiocalcoxi, halégeno, nitro, =-COOR’,
~ONHR’, -0O(CH;),COOR’, =S(CH;),COOR’ =-0(CH;),CONHR’, o -
S(CH,) ,CONHR’ en donde n y R’ son como se define arriba;

Sp es un radical divalente o trivalente (C;-Cis) de
cadena ramificada, radical aril o heteroarilo divalente ©
trivalente radical, radical divalente ¢ trivalente (C3-Cig)
cicloalquilo o  heterocicloalquilo radical divalente o
trivalente aril- o hetercaril-arilo (C1-Cis), radical
divalente o trivalente cicloalquil~ o heterocicloalquil-
alguilo (Ci-Cig) o radical divalente o trivalente (Cz;-Cig) no
saturado alguilo, en donde hetercarilo es preferiblemente
furilo, tienilo, N-metilpirreclilo, piridinilo, n-

metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, guinolilo,

42



isoquinolilo, N-metilcarbazoilo, aminocumarinilo, 0
fenazinilo y en donde si Sp es un radical trivalente, Sp
puede estar adicionalmente substituido por (C1-Cs)
dialgquilamino inferior, (C;-Cs) alcoxi inferior, hidroxi, o
grupos {C;-Cs) alquiltio inferior; vy

Q es =NHNCO-, =NHNCS~, =NHNCONH-, =NHNCSNH-, o =NHO-.

Preferiblemente, Alk' es una cadena ramificada o no
ramificada (Cy-Cyp) alguileno; Sp’ es un enlace, -S-, -0-, -
CONH-, -NHCO-, o —-NR’ en donde R’ es como se definid hasta
aqui, con la condicidén de que cuando Alk’ es un enlace, spt
es un enlace;

Ar es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (Cy~Cq) alquilo,
(C;~Cs) alcoxi, (C1-C4) tiocalcoxi, halégeno, nitro, =COOR’,
-CONHR’, ~0O(CH3),CO0OR’ -$ (CH,) NCOOR' -0 (CH) ,CONHR’, o -
S(CH;),CONHR’ en donde n y R’ son como se definid hasta
aqui, o Ar es un 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-,
2,3-, 2,6-, o 2,7-naftilideno <cada uno opcionalmente
sustituido con uno, dos, tres, o cuatro grupos de (Ci1-Cg)
alguilo, (Ci1-Cs) alcoxi, (Ci-Cu) tioalcpxi, haldbégeno, nitro,
-COOR’, -CONHR', -0 (CHz) n,COOR" , -S (CHz) NCOQR' , -
O (CH2) yCONHR’ QO -S(CHj;),CONHR’ .

7t es (C1-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Cs) alguilo,
(C1~Cy) alcoxi, (C;-C4) tiocalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,
~CONHR', -0 (CH,) ,COOR’, =~S(CH2),CO0R", =-0O(CH3),CONHR’, o -
S (CH) nCONHR’ ; Alk? Y sz son juntos un enlace; v Sp vy Q son
como se definié inmediatamente arriba.

La patente de E.U. No. 5,773, 001, gue se incorpora
aqul en su totalidad, describe enlaces que se pueden usar

con derivados nucleofilicos, particularmente hidrazidas vy
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nucledéfilos relacionados preparados a partir de las
caliqueamicinas. Estas ligaduras son especialmente utiles
en donde una mejor actividad se obtiene cuando la ligadura
formada entre en farmaco y el enlace es hidrolizable, Estas
ligaduras contienen dos grupos funcionales. Un grupo
tipicamente es un &cido carboxilico que se utiliza para
reaccionar con el portador. El grupo funcional acido cuando
se activa adecuadamente, puede formar una ligadura de amida
con un grupo amina libre del portador tal como por ejemplo,
la amida en la cadena lateral de una lisina de un
anticuerpo u otro portador proteinice. El otro grupo
funcional comunmente es un grupo carbonilo, esto es, un
aldehido o una acetona gque reacclonara con el agente
terapéutico modificado adecuadamente. Los grupos
carbonilo pueden reaccionar en un grupo hidrazida en el
farmaco para formar una ligadura de hidrazona. Esta
ligadura se hidroliza lo gque permite la liberacién del
agente terapéutico del conjugado después de enlazarse a las
células objetivo.
Dentro de las ligaduras bifuncionales preferidas

dentro de la presente invencidn se encuentran:

1) Acido 2~ (4-formilfenoxi) acético,

2y Acido 4-formilbenzoico,

3) Acido 2-(4-formil-3-metoxifenoxi) acético,

4) Acido 6é-formil-2-naftoico,

5) Acido 3-(4-(2-oxocetoxi)fenil)propanocico,

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-metilfenoxi) butanoico,
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11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)

22)

23)
24)
25)

26)

27)

28)

29)

30)

31)

32)

33)

34)

35)

3

{:h »,E
i:_j

s,

3

Acido 4-(4~acetil-2-metoxifenoxi) butanoico,
Acido 3-(4-formilfenil) propanoico,

Acido 4-(5-formil-2,3-dimetoxifenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-acetil~-2,6-dimetoxifenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-acetil-2-metoxifenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-(3-oxobutil)fenoxi) butanoico,
Acido 4-(2-acetil-5-metoxifenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-(3-oxopropil)fenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-acetilfenil) butanoico,

Acido 4-{2-acetilnaftalen-1-iloxi) butanoico,
Acido 4-(4-(4-fluorobenzoil) fenoxi) butanoico,
Acido 5-(4-4-acetilfenil)piperazin-1-il)
pentanocico,

Acido 11-(4-acetilfenoxi) undecanoico,

Acido 5-(4-acetilfenilamino)-5-oxopentanoico,
Acido 4-(2-cloro-4-formilfenoxi) butanoico,
Acido 4-(4-acetil-2- (metoxicarbonil) fenoxi)
butanoico,

Acido 4-(4-formil-2-nitrofenoxi) butanoico,
Acido 4-(2-((4~acetilfenilamino)metil)-6-
metoxifenoxi) butanoico,

Acido 4-(4-acetil-2-((3-bromopropoxi)carbonil)
fenoxi) butanoico,

Acido 4-(4-acetil-3-fluorofenoxi) butancico,
Acido 4-(2-acetilfenoxi) butanoico,

Acido 6-(2-acetil-10H-fenotiazin-10-1il)
hexanoico,

Acido 2-(4-acetilfenil) acético,

Acido 4-(4-acetil-2- (2~ (dimetilamino)
etilcarbamoil) fenoxi) butanoico,

butancato de 4-(4-acetil-2-(2-(trimetilamonio)
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etilcarbamoil) fenoxi), vy
36) benzoato de 5-acetil-2-~(2-ox0-2-(2-
(trimetilamonio) etilamino) etoxi).
Una ligadura bifuncional mas preferida para su
uso en la presente invencién es el acido 4-(4-acetifenoxi)

butanoico (AcBut) que resulta en un producto preferido en
donde el conjugado consiste de p-caliqueamicina, Y-

caligueamicina o N-acetil y caliqueamicina funcionalizada
para reaccionar con la 3-mercapto-3metil butanil hidrazida,
la ligadura AcBut y un portador del direccionamiento del

anticuerpo IgG humano o humanizado.

IV. CONJUGACION MONOMERICA

La naturaleza natural hidrofébica de muchos farmacos
citotdxicos que incluyen las caligueamicinas, crea
dificultades en la preparacién de conjugados monoméricos
con buenas cargas de farmaco y rendimientos razonables que
son necesarios para aplicaciones terapéuticas. La
aplicacién hidrofdbica aumentada de la ligadura
suministrada por los enlazadores tales como la ligadura
AcBut descrita en la patente EUA 5,773,001, asi como la
distancia covalente aumentada due separa al agente
terapéutico del portador (anticuerpo), incrementa este
problema.

La agregacién de los conjugados del portador/derivados
de farmaco citotdxico con mayores cargas de farmaco sucede
debido a la naturaleza hidrofdbica de los farmacos. La
carga de farmacos tiene a menudo limitaciones para obtener
cantidades razonables del producto monomérico. En algunos
casos tales como en los conjugados en la patente de EUA

5,877,296 es a menudo dificil hacer conjugados en
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rendimientos utiles con cargas uUtiles para aplicaciones
terapéuticas usando las condiciones de reaccidédn descritas
en la patente de EUA No. 5,053,394 debido a la agregacidn
excesiva. Estas condiciones de reaccidédn utilizan al DMFE
como el co-solvente en la reaccidén de conjugacién. Se
necesitan por lo tanto méetodos que permitan un
rendimiento/cargas superiores de farmacos sin agregacidn
sin la pérdida inherente de material.

Las mejoras para reducir la agregacidén se describen en
las patentes de EUA 5,712,374 y 5,714,586 que se incorporan
aqui en su totalidad. Se describen en esas patentes los
portadores proteinicos que incluyen pero no se limitan a
proteinas tales como los anticuerpos humanos o humanizados
gque se hacen para atacar a los agentes terapéuticos
citotdxicos, tales como por ejemplo hP67.6 y los
anticuerpos humanizados aqul descritos. En esas patentes,
el uso de una solucién amortiguada compatible con proteinas
no nuclecfilicas que contiene (i) propilenglicol como un
solvente y (ii) un aditivo gue comprende al menos un acido
carboxilico Cg-Cig, se encuentra que produce generalmente un
fédrmaco citotdxico monomérico con conjugados de
portador/derivados con un rendimiento/carga de farmaco
superior y una agregacién disminuida que tiene una
actividad excelente. Los &cidos preferidos aqul descritos
fueron los acidos C; a Ciz y el dcido mds preferido fue el
dcido octanoico y (tal como el A&cido caprilico) o sus
sales, Las soluciones amortiguadoras preferidas para
conjugados hechas a partir de ésteres de N-
hidroxisuccinimida (0Su) u otros ésteres comparablemente
activados fueron solucidén salina amortiguada de fosfato

(PBS) o el acido N-2-hidroxietil piperacina-N' -~
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2etanosulfénico (soluciédn amortiguadora HEPES). La solucidn
amortiguada wusada en esas soluciones de conjugacidén no
puede contener aminas libres o nucleéfilos. Para otros
tipos de conjugados, se pueden determinar fécilmente
soluciones amortiguadoras aceptables. Alternativamente el
uso de una solucidédn amortiguadora compatible con proteinas
no nuclecofilicas que contienen t-butanol sin el aditivo
adicional, también se encuentra que produce conjugados de
portador/derivado monomérico de caliqueamicina con un
rendimiento superior de farmacos y  una agregacién
disminuida.

La cantidad de co-solvente necesaria para formar un
conjugado monomérico varia de alguna manera de proteina a
proteina, y se puede determinar por aquellos con
experiencia ordinaria en la técnica sin experimentacidn
indebida. La cantidad necesaria de aditivo para formar
efectivamente un conjugado monomérico también varia de
anticuerpo a anticuerpo. Esta cantidad también se puede
determinar por alguien con experiencia ordinaria en la
técnica sin experimentacién 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 mds preferiblemente alrededor
de 30% en volumen de la solucidn total y un aditivo que
comprende al menos un acido carboxilico Ce-Cig 0 su sal,
preferiblemente acido caprilico o su sal, en cantidades que
van desde 20mM a 100mM, preferiblemente de 40mM a 90mM vy
mas preferiblemente alrededor de 60mM a 90mM, se agregaron
a reacciones de conjugacién para producir conjugados
monoméricos de portador/derivados de farmaco citotdxicos

con un rendimiento/carga superior de carga y una agregacion
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disminuida. Otros co-solventes orgdnicos compatibles con
proteinas diferentes al propilen glicol tales como el
etilen glicol, etanol, DMF, DMSO, también se pueden usar.
Se puede usar algo o todo el co-solvente organico para
transferir el férmaco en la mezcla de conjugacidn.

Alternativamente en esas patentes, la concentracién
del 4cido carboxilico Cg-Cy1z3 o su sal se puede incrementar
hasta 150-300 mM y el co-solvente hasta 1-10%. En una
modalidad el acido carboxilico fue &cido octanoico © su
sal. En una modalidad preferida, el acido carboxilico fue
dcido decanoico o su sal. En otra modalidad preferida el
dcido carboxilico fue é&cido caprilico o su sal que estuvo
presente a una concentracién de 200mM de &cido caprilico
junto con 5% de propilenglicol o etanol.

En otra modalidad alternativa en esas patentes, se
puede agregar t-butanol a concentraciones en el intervalo
desde 10% a 25%, preferiblemente 15% en volumen de la
solucién total, a la reaccidén total de conjugacidén para
producir conjugados monoméricos de portador/derivados de
farmaco citotédéxico con una carga/rendimiento superior de
fadrmaco y una agregacidén disminuida.

Estas c¢ondiciones de conijugacidn establecidas se
aplicaron a la formacidn de CMA~676 (Gemtuzumab
Ozogamicin), gue se vende ahora comercialmente como
Mylotarg™. Desde la introduccién de este tratamiento para
la leucemia mieloide aguda (AML), se ha aprendido a través
del uso de la cromatografia de intercambio de iones que la
caligueamicina no se distribuye en el anticuerpo en una
forma uniforme. La mayoria de la caliqueamicina es
aproximadamente la mitad del anticuerpo mientras gue la

otra mitad existe en un LCF que solamente contiene
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cantidades pequefias de caliqueamicina. Consecuentemente,
exliste una necesidad critica de mejorar los métodos para
configurar farmacos citotodxicos tales como las
caligueamicinas a portadores que minimicen la cantidad de
agregacidén y permitan una carga superior de farmaco
uniforme con un rendimiento significativamente mejorado del
producto conjugado.

Un ejemplo especifico es aquel del conjugado G5/44-
NAc- DMH gamma caligueamicina que se refiere como AcBut vy
se muestra genéricamente en la figura 17. La reduccién de
la cantidad de LCF hasta <10% del anticuerpo total se desea
para el desarrollo de CMC-544 y se consideraron diversas
opciones para la reduccidén de 1los niveles de LCF. Otros
atributos del inmunoconjugado tales como el enlace de
antigenos y la citotoxicidad no se deben afectar por la
soluciédn final. Las opciones consideradas incluyen
modificacién fisica o genética del anticuerpo, las técnicas
de separacién cromatograficas o la modificacidén de las
condiciones de reaccién.

La reaccién del anticuerpo G5/44 con la NAc-gamma-
caliqueamicina DMH AcBut OSu usando las condiciones de
reaccién antiguas (condiciones del proceso CMA-676)
resultan en un producto con propiedades fisicas similares
(carga de farmaco, LCF y agregacién) como CMA-676. Sin
embargo, el alto nivel (50-60%) de LCF presente despues de
la conjugacidn parece indeseable. Se determinaron
condiciones éptimas de reaccidédn a través de una metodologia
de disefio experimental estadistico en la cual las variables
de reaccién claves tales como temperatura, pH, entrada de
un derivado de caligueamicina y concentracién de aditivos

se evaluaron. El anadlisis de estos experimentos demostrod
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que la entrada de caliqueamicina y la concentracién de
aditivos tuvo los efectos mids importantes al nivel de una
fraccidén conjugada baja de un LCF y 1la formacién de
agregados, mientras que la temperatura y el pH tuvieron
influencias menores. En experimentos adicionales también se
demostrd que las concentraciones de portador de proteina
(anticuerpo) y co-solvente (etanol) fueron similarmente de
importancia menor (en comparacidén con la entrada de
caliqueamicina y la concentracién de aditivos) al controlar
el LCF y los niveles de agregado. Con objeto de reducir el
LCF hasta <10%, se incremente la entrada de caliqueamicina
desde 3% a 8.5% (w/w) con relacién a la cantidad de
anticuerpo en la reaccidén. Se cambio en aditivo del acido
octanoico o su sal a una concentracién de 200 mM (proceso
CMA-676) al &cido decanoico o su sal a una concentracién de
37.5 mM. La reaccidén de conjugacidn avanzé mejor a una
temperatura ligeramente elevada (30-35%) y a un pH de
(8.2-8.7). Las condiciones de reaccidn que incorporan estos
cambios redujeron el LCF hasta debajo del 10% mientras se
incrementa la carga de caligqueamicina y se refiere de aqui
en adelante como una condicién del proceso CMC-544 o
condiciones nuevas del proceso. Una comparacién de los
resultados obtenidos con las condiciones del proceso CMA-

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

Y CMC~544
CONDICIONES/RESULTADOS |CONDICIONES DEL |CONDICIONES DEL
PROCESO CMA-676 |PROCESQ CMC-544
Entrada de 3.0 (base en|8.5% (p/p)
caliqueamicina peso de polvo
p/p) ,
Tdentidad del aditivo |Acido Acido
y temperatura de octanoico/sodic |decanoico/decanocato
concentracidn octancico; 200|{de sodio; 37.5 mM
mM 26°C 31-35°%
pH 7.8 8.2-8.7
Carga de 2.4-3.5 7.0-9.0
caliqueamicina
(porciento en peso por
el ensayo UV)
Fraccidn conjugada 45.65 % adrea|<10%
baja (LCF) (antes de |CLAR
la purificaciodn
Agregacidn (antes de |-5% <0%
la purificacién) <2% <2%
Agregacién (después de
la purificacién)

Fl incremento de entrada de

carga de farmaco por 2.5-3.0 por

9.0

(mas tipicamente 7.5-8.95)

por ciento en peso,

caliqueamicina aumenta la

ciento en peso hasta 7.0-

y resulta

en ningun incremento en la agregacidén de proteinas en la

reaccioén.

Debido a la reduccidén de agregado y de LCF,

las

condiciones del proceso CMC-544 resultan en un producto méas

homogéneo. E1 CMC-544

se ha preparado de manera Jue se

reproduce por este nuevo procedimiento de conjugacidn a una

escala de anticuerpos de

En las reacciones

multigramocs.

anteriores,

la concentracidén del

anticuerpo puede ir desde 1 a 15 mg/ml y la concentracién

del derivado del caligueamicina por ejemplo el ester de N-

Acetil

gamma-caligqueamicina

DMH AcBut

OSu (usado para

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

desde alrededor de 4.5-11%

en peso del anticuerpo.

El co-
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solvente fue el etanol para el cual se han demostrado los

resultados a concentraciones que van desde 6 hasta 11.4%

(base en volumen). S$Se efectuaron las reacciones en el acido
PRBS, HEPES, N-(2-hidroxietil) piperacino-N’- (4-
butansulfénico) (HEPBS) u otra solucidén amortiguadora

compatible con un pH de 8 a 9 o una temperatura que va
desde 30°C hasta alrededor de 35°C y para tiempos que van
desde 15 minutos a 24 horas. Aquellos que son expertos en
la técnica pueden facilmente determinar intervalos
aceptables de pH para otros tipos de conjugados. Para
diversos anticuerpos el uso de variaciones ligeras en las
combinaciones de los aditivos antes mencionados se ha
encontrado que mejora la carga de farmacos y el rendimiento
monomérico de conjugados, vy se entiende que cualguier
portador particular de proteinas puede requerir algunas
alteraciones menores en las condiciones exactas o en la

eleccién de aditivos para lograr los resultados éptimos.

V. PURIFICACION Y SEPARACION DE CONJUGADOS.

Después de la conjugacién se pueden separar los
conjugados monoméricos de los reactivos no conjugados (tal
como un portador ©proteinico y un farmaco citotdxico
libre/caliqueamicina) y/o la forma agregada de los conjugados
por métodos convencionales por ejemplo cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC, por sus siglas en 1inglés),
cromatografia de interaccidén hidrofébica (HIC, por sus siglas
en inglés) cromatografia de intercambio de iones (IEC, por
sus siglas en 1inglés) o cromatofocalizacidén (CF, por sus
siglas en inglés). Los conjugados purificados son monoméricos
y contienen usualmente de 4 a 10% en peso de un farmaco

citotédxico/caliqueamicina. En una modalidad preferida los
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conjugados se purifican usando cromatografia de interaccidn
hidroféobica (HIC). En los procesos previamente usados para la
fabricacién a escala de la produccidén de los conjugados
anticuerpos de caliqueamicina/férmaco citotdéxico (proceso
CMA-676) la etapa unica de separacién posterior a la
conjugacién empleada fue cromatografia de exclusién por
tamafio (SEC). Aungue esta etapa es bastante efectiva tanto
para retirar el conjugado agregado como para lograr el
intercambio de solucidén amortiguadora para la formulacidn es
ineficaz al reducir el contenido de LCF. Consecuentemente, el
proceso basado en SEC se soporta completamente en la quimica
de la reaccidén de conjugacién para controlar el contenido LCF
del producto final. Otra desventaja de SEC es la limitacidn
del volumen de la mezcla de reaccidn de conjugados aplicada a
la columna (gque no excede tipicamente el 5% del volumen de
lecho de la columna de proceso). Esto limita severamente el
tamafio del lote (y por lo tanto la capacidad de produccidén)
que se puede soportar en un espacio de produccién dado.
Finalmente, el proceso de purificacidédn SEC también resulta en
una dilucién importante de la solucidn de conjugado lo cual
coloca restricciones a la concentracidén de proteina que se
puede lograr confiablemente en la formulacidn.

Cuando un farmaco citotdxico tiene una naturaleza
altamente hidrofébica tal como un derivado de caliqueamicina
y se usa en un conjugado, la cromatografia de interaccidn
hidrofébica (HIC) es un candidato preferido para suministrar
una separacién efectiva del anticuerpo conjugado y no
conjugado. La HIC presenta 3 ventajas claves sobre SEC: (1)
tiene la capacidad de reducir eficientemente el contenido LCF
asi como el agregado; (2) la capacidad de carga de columna

para el HIC es mucho mayor y (3) HIC evita la dilucidn
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excesiva del producto.

Diversos medios HIC de alta capacidad adecuados para un
uso a escala de producciédn tales como la butil, fenil y octil
sefarosa de flujo rapido 4 (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ), pueden separar efectivamente componentes y agregados no
conjugados del conjugado del componente monomérico conjugados

que siguen al proceso de conjugacidn.

VI. CONJUGACIONES Y FORMULACIONES

La presente invencidén también proporciona un proceso
para la preparacién de una composicién/formulacidn
terapéutica o de diagndstico que comprende mezclar el
conjugado de portador/derivado de farmaco citotdxico
monomérico  de la presente invencidén junto con un
excipiente, diluyente o} portador farmacéuticamente
aceptable.

El conjugado de portador/derivado de farmaco
citotédxico monomérico puede ser el Unico ingrediente activo
en la formulacién/composicién terapéutica o de diagnédstico
se puede acompafiar por otros ingredientes activos que
incluyen otros ingredientes de anticuerpos por ejemplo las
células anti-CD19, anti~-CD20, anti-CD33, anti-T,
anticuerpos anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes que no son
de anticuerpos tales como cltocinas, factores de
crecimiento, hormonas, anti-hormonas, farmacos citotdxicos
y xantinas.

Las citocinas y factores de crecimiento que se pueden
usar para tratar los trastornos proliferativos como el
cancer y que se pueden usar juntos con los conjugados de
portador/derivados de farmacos citotdéxicos de la presente
invencién incluyen interferones, inter leucinas tales como
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la inter leucina 2(IL-2), TNF, CSFKF, GM-CSF y G-CSF.

Las hormeonas usadas cominmente para tratar trastornos
proliferativos tales como el cancer y que se pueden usar
junto con los conjugados de portador/derivados de farmaco
citotéxico de la presente invencidén incluyen estrdgenos
tales como el dietilestilbestrol y estradiol, andrdgenos
tales como la testosterona y halotestina, progestinas tales
como Megace and Provera, y corticosteroides tales como la
prednisona, dexametasona e hidrocortisona.

Las anti-hormonas tales como los anti-estrogenicas
esto es tamoxifen, anti-andrdgenocs, esto es flutamida vy
agentes anti-adrenales se usan comunmente para tratar
trastornos proliferativos tales como el cancer y se pueden
usar junto con el conjugado portador/derivado de farmaco
citotéxico de la presente invencién.

Los agentes quimioterapéuticos/anti-neoplésticos usados
comunmente para tratar trastornos proliferativos tales como
el cancer y que se pueden usar Jjunto con el conjugado de
portador/derivado de farmaco citotéxico de 1la presente
invencién incluyen pero no se limitan a adriamicina,
cisplatina, carboplatina, vinblastina, vincristina,
bleomicina, metotrexato, doxorubicina, fluorouracilos,
etopdsido, taxol y sus diversos andlogos y la mitomicina,

Las composiciones deben comprender preferiblemente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un conjugado de 1la
invencién. El término “cantidad terapéuticamente efectiva”
como se usa en la presente se usa como una cantidad de un
agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o evitar
una enfermedad o condiciédn dirigida, o mostrar un efecto
terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier

conjugado, la dosis terapéuticamente efectiva se puede
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estimar principalmente en ensayos de cultivos celulares o
en modelos animales usualmente en roedores, conejos,
perros, cerdos o primates. También se puede usar el modelo
animal para determinar el rango de concentracién adecuado y
la via de administracién. Tal informacidn se puede luego
usar para determinar dosis utiles y vias de administracidn
en humanos.

La cantidad precisa para un sujeto humano dependera de
la severidad del estado de enfermedad, la salud general del
sujeto, la edad, peso y género del sujeto, dieta, tiempo y
frecuencia de administracién combinacién de farmacos,
sensibilidades a la reaccidn y respuesta a la tolerancia a
la terapia. Esta cantidad se puede determinar por
experimentacién de rutina y esta dentro del Jjuicio del
médico. Generalmente una dosis efectiva estard desde 0.1
mg/m?> a 50 mg/m?, preferiblemente 0.4 mg/m®> a 30 mg/m® mas
preferiblemente 2 mg/m° a 9 mg/m’ cuya dosis se calcula
sobre la base del portador proteinico.

Se pueden administrar individualmente composiciones a
un paciente o se pueden administrar en combinacidén con
otros agentes, farmacos u hormonas. La dosis a la cual el
derivado de farmaco citotdéxico monomérico/conjugado de
anticuerpo de la presente invencidén se administra depende
de la naturaleza de la condicidén a tratarse, el grado del
linfoma maligno o leucemia y de si se usa profilacticamente
el conjugado para tratar una condicidn existente.

La frecuencia de dosis dependera de la vida media del
conjugado y la duracidén de su efecto. Si el conjugado tiene
una vida media corta (por ejemplo de 2 a 10 horas) puede
ser necesario darle una o més dosis por dia.

Alternativamente si la molécula de conjugado tiene una vida
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media prolongada (por ejemplo de 2 a 15 dias) solamente
puede ser necesario darle una dosis una vez al dia, una vez
por semana O una vez cada unco o dos meses.

Una composicién también puede contener un portador
farmacéuticamente aceptable para la administracién del
conjugado del anticuerpo. El portador no debe en si mismo
inducir la produccidén de anticuerpos perjudiciales para el
individuo que recibe la composicidédn y no deben de ser
téxicos. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas
grandes lentamente metabolizadas tales como proteinas,
polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicdlicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminodcidos y particulas de
virus inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables por
ejemplo sales 4&cidas de minerales como clorohidratos,
bromohidratos, fosfatos vy sulfatos o sales de &cidos
organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos vy
bensoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en estas
composiciones pueden contener adicionalmente liguidos tales
Como agua, solucidn salina, glicerol Y etanol.
Adicionalmente, substancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsificantes o substancias amortiguadoras
del pH pueden estar presentes en tales composiciones. Tales
portadores permiten que las composiciones se formen como
tabletas, pildoras, grageas, cépsulas, liquidos, geles,
jarabes espesos o© suspensiones para 1ngestidén por el
paciente.

Las formas preferidas para la administracidén incluyen

formas adecuadas para administracidén parenteral por ejemplo
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por inyecciédn o infusidn por ejemplo de inyeccidn de bolo o
infusién continua. En donde el producto es para inyeccidén o
infusién, puede tomar la forma de una suspensidén, soluciédn
o emulsién en un vehiculo aceitoso o acuocso y puede
contener agentes formuladores tales como agentes de
suspensién, conservadores, estabilizadores y/o
dispersantes.

Aungue la estabilidad de la solucidén de conjugado
amortiguada es adecuada para la estabilidad a corto plazo,
la estabilidad a largo plazo es pobre. Para mejorar la
estabilidad del conjugado y para incrementar su vida de
anaquel, el conjugado de farmaco con anticuerpos se puede
liofilizar a una forma seca para su reconstitucidn antes
del wuso con un ligquido estéril adecuado. Los problemas
asociados con la liofilizacidén de una solucidn de proteinas
estan bien documentados. Puede suceder una pérdida de
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria durante los
procesos de congelado y de secado. Consecuentemente se
pueden incluir crioprotectores para actuar como un
estabilizador amorfo del conjugado y mantener la integridad
estructural de la proteina durante el proceso de
liofilizacién. En una modalidad el crioprotector Gtil en la
presente invencién es un alcohol de azucar tal como
alditol, manitol, sorbiteol, inositol, polietileno glicol y
combinaciones de los mismos. En otra modalidad, el
crioprotector es un &cido de azucar incluyendo un acido
aldonico, un acido uronico, un adcido aldarico \%
combinaciones de los mismos.

El crioprotector de esta invencidén también puede ser
un carbohidrato. Los carbohidratos adecuados son compuestos

de aldehido o de cetona que contienen 2 o mads grupos de
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hidroxilos. Los carbohidratos pueden ser ciclicos o
lineales e incluyen por ejemplo aldosa, setosa, amino
azucares alditoles, inositcles, Aacidos alddénicos, acidos
urdnicos, o acidos alddricos o combinaciones de los mismos.
El carbohidrato puede ser un mono o di o policarbohidrato
tal como por ejemplo un disacdrido o un polisacarido. Los
carbohidratos adecuados incluyen por ejemplo
gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa,
xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa,
heptosa, glucosa, fructosa, é&cido glucédnico, sorbitoel,
lactosa, manitol, metil o-glucopiranosida, maltosa, acido
isoascérbico, 4acido ascérbico, lactona, sorbosa, acido
glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa,
gulosa, idosa, talosa, eritruleosa, ribulosa, =xilulosa,
psicosa, tagatosa, acido glucurédnico, acido glucdnico,
dcido glucarico, &cido galacturdnico, acido manurdnico,
glucosamina, galactosamina, sacarosa, trealosa o acido
neuraminico o derivados del mismo. Los policarbohidratos
adecuados incluyen por ejemplo arabinancs, fructanos,

fucanos, galactanos, galacturonancs, glucanos, mananos,

xilanos (tal como por ejemplo inulina), levano, fucoidano,
carragenina, galactocarolosa, pectinas, 4&cido péctico,
amilosa, pululano, glicdgeno, amilopectina, celulosa,
dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratina,

condroitina, dermatano, &cido hialurénico, acido alginico,
goma xantana, o almidén. Entre los carbohidratos
particularmente utiles estdn la sacarosa, la glucosa,
lactosa, trealosa, y combinaciones de los mismos. La
sacarosa es un crioprotector particularmente util.
Preferiblemente el crioprotector de la presente

invencién es un carbohidrato o un alcohol de “azucar” que
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puede ser un alcohol polihidrico. Los compuesto
polihidricos son compuestos que contienen mas de un grupo
de hidroxilos. Preferiblemente los compuestos polihidricos
son lineales. Los compuestos polihidricos  adecuados
incluyen por ejemplo glicoles tales como etilenglicol,
polietilenglicol, Yy polipropilenglicol, glicerol, o
pentaeritritol o combinaciones de los mismos.

En algunas modalidades preferidas el agente
crioprotector es sacarosa, trealosa, manitol o sorbitol.

Una vez que se formulan, las composiciones de la
invencién se pueden administrar directamente al sujeto. Los
sujetos a tratar pueden ser animales. Sin embargo, se
prefieren que se adapten las composiciones para la
administracién a sujetos humanos,

Las composiciones de la presente invencidén se pueden
administrar por cualquier numero de vias incluyen pero no
limitado oral, intravenosa, intramuscular, intra arterial,
intramedular intratecal, intraventricular, transdermal,
transcutanea (vexr publicacidn PCT No. W098/20734),
subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, tdpica,
sublingual, intravaginal, o por vias rectales. También se
pueden usar hiporocios para administrar las composiciones
de la invencién. Tipicamente las composiciones se pueden
preparar como inyectables ya sea soluciones o suspensiones
ligquidas. Las formas soélidas adecuadas para solucién en, o
suspensién en vehiculos liquidos previo a la inyeccidn
pueden también prepararse.

La administracién directa de las composiciones se
efectuara generalmente por inyeccidén subcutaneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente

o administrarse al espacio intersticial de un tejido.
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También se pueden administrar las composiciones a una
lesiédn. El1 tratamiento de dosis puede ser un esquema de
dosis sencilla o un esquema de dosis multiple.

Se apreciard gque el ingrediente activo en la
composicién sera un conjugado portador proteinico/farmaco
citotdéxico. Como tal sera susceptible a la degradacidn en
el tracto gastrointestinal. Asi, si se va a administrar la
composicién por una via usando el tracto gastrointestinal,
la composicidédn necesitard contener agentes que protejan al
conjugado de la degradacidn pero que liberen al conjugado
una vez que se ha absorbido del tracto gastrointestinal.

Estd disponible una discusién completa de portadores
farmacéuticamente aceptables en Remington’s Pharmaceutical
Sciences (Mack Publishing Company, N.J., 1991).

La presente invencién en particular proporciona un
anticuerpo anti-CD22 humanizado/derivado de caliqueamicina
monomérico (G5/44), CMC-544, para su uso en el tratamiento
de trastornos proliferativos caracterizados por células que
expresan el antigeno CD22 en su superficie.

La presente invencidén proporciona ademas el uso de
CMC-544 en la manufactura de una composicién o un
medicamento para un trastorno proliferativo caracterizado
por células que expresan CD22.

CMC-544 también se puede usar en cualquier terapia en
la que se desee reducir el nivel de células que expresan
CD22 que estan presentes en el sujeto gque se trata con la
composicién o medicamentos aqui descritos. Especificamente
la composiciédn o medicamento se usa para tratar humanos o
animales con trastornos proliferativos nominalmente
linfomas y leucemias que expresan el antigeno CD22 en la

superficie celular. Estas células que expresan CD22 pueden
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estar circulando en el cuerpo o estar presentes en un
numero indeseablemente grande localizado en un sitio
particular en el cuerpo.

También se puede usar preferiblemente para el

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

linfocitos~B que incluyen linfomas y leucemias, mas
preferiblemente linfomas que no es Hodgkin (NHL), leucemia
linfocitica aguda (ALL), mieloma miltiple, leucemia de

linfocitos aguda (ALL) vy leucemia linfocitica crdnica
(CLL) . CMC-544 se puede usar solo o en combinacidn con
otros agentes bicactivos para tratar sujetos que padecen de
las malignidades de células B.

Los agentes Dbicactivos cominmente usados incluyen
factores de crecimiento, citocinas y farmaco citotéxicos.
Los farmacos c¢itotdxicos wusados comunmente para tratar
trastornos proliferativos tales como el céncer y se pueden
usar junto con CMC-544 incluye una antraciclina tal como
doxorubicina, daunorubicina, idarubicina, aclarubicina,
zorubicina, mitoxantrona, epirubicina, carubicina,
nogalamicina, menogarilo, pitarubicina, y valrubicina por
hasta 3 dias, y una pirimidina o un nucledésido de purina

tal como citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina,

enocitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina,
puromicina, tegafur, tiasofurina. Otros agentes
gquimioterapéuticos/anti-neoplédsticos que se pueden
administrar en combinacién con CMC-554 incluyen
adriamicina, cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida,
dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona,
bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbacina,
metotrexato, fluorouracilos, etopdsidos, taxol 'y sus

diversos andlogos y mitomicina. Se puede administrar CMC-
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544 concurrentemente con algunos © mas de estos agentes
terapéuticos. Alternativamente se puede administrar
secuencialmente CMC-544 con uno o mas de estos agentes.

El CMC-544 puede ser utilizado solo en paralelo o
secuencialmente con una combinacidén con otros agentes
bicactiveos tales como factores de crecimiento, citocinas,
esteroides tales como el anticuerpo anti-CD20, rituximab
(Rituxan™) vy agentes quimioterapéuticos como parte de un
régimen de tratamiento. Los regimenes de tratamiento
establecidos para los trastornos linfoproliferativos
malignos incluyen 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-BACQOD (metotrexato,
bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina,
dexametasona, vy leucovorin); ProMACE-MOPP (prednisona,
metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido,
leucovorin, mecloetamina, vincristina, prednisocona, \Y
procarbazina); ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato,
doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin,
citarabina, bleomicina, y vincristina); MACOP-B

(metotrexato, doxorubicina, c¢iclofosfamida, vincristina;
prednisona de dosis fija, bleomicina, y leucovorin); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, y procarbazina);
ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, vy
dacarbazina); MOPP alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vy vinblastina); vy
MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, Y%

procarbazina) alternando con ABVD
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(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, Y
dacarbazina); y ChIVPF (clorambucil,  vinblastina,
procarbazina, y prednisona). La terapia puede comprender

una fase de terapia de induccidén, una fase de terapia de
consolidacién y una fase de terapia de mantenimiento.
También se puede administrar el CMC-544 solo, en paralelo o
secuencialmente con cualquiera de los regimenes de terapia
antes identificados como parte de una fase de inducciédn,
una fase de terapia de consolidacidén y una fase de terapia
de mantenimiento.

Los conjugados de la presente invencidén también se
pueden administrar Jjunto con otros agente bioactivos vy
quimioterapéuticos como parte de un régimen de
guimioterapia de combinacién para el tratamiento de
linfomas regresivos agresivos. Tal régimen de tratamiento
incluye IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato y etopdsido), MIME
(gag de metilo, i1fosfamida, metotrexato y etopédsido), DHAP
(dexametasona, citarabina de alta dosis, y cisplatina),
ESHAP (etopdsido, metilpredisolona, c¢itarabina de alta
dosis 'y «cisplatina) EPOCH (etopdsido, vincristina vy
doxorubicina por 96 horas con dosis de bolo, de
ciclofosfamida y prednisona oral), CEPP(B) (ciclofosfamida,
etopbsido, procarbacina, prednisona, y bleomicina), CAMP
(lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona), CVP-1
(ciclofosfamida, vincristina % prednisona), CHOP-B
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona vy
bleomicina), CEPP-B (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbacina y Dbleomicina) y P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida vy prednisona).
Los regimenes de tratamiento adiciconales para linfomas

agresivos pueden incluir en la fase 1 una primera linea de
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tratamiento con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina vy prednisona)-rituximab (Rituxan™)- CMC-544
sequido de la fase 2 y en la fase 3 con CHOP-rituximab
(Rituxan™), CHOP-CMC-544 o CHOP-rituximab (Rituxan™)-CMC-
544. Alternativamente la fase 1 puede tener una primera
linea de tratamiento con COP (ciclofosfamida, vincristina y
prednisona)-rituximab (Rituxan™)-CMC-544 seguido de la
fase 2 y la fase 3 con COP-rituximab (Rituxan™), COP-CMC-
544 o COP-rituximab (Rituxan™)-CMC-544. En una modalidad
adicional el tratamiento de 1linfomas agresivos pueden
incluir una primera o segunda linea de tratamiento con un
conjugado de féarmaco 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 (Rituxan™) o rituximab (Rituxan™)
solamente. Todavia en otra modalidad, el tratamiento de
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
combinacién en regimenes con otros tratamientos que
incluyen pero no se limitan a  ESHOP (etopdsido,
metilpredisolona, citarabina de alta dosis, vincristina vy
cisplatina), EPOCH (etopdsido, vincristina y doxorubicina
por 96 horas con dosis de bolo, ciclofosfamida y prednisona
oral), IMVP-16 (fosfamida, metotrexato y etopdsido), ASHAP
(adriamicina, solumedrol, Ara-C y cisplatina) MIME (gag-
metil, ifosfamida, metotrexato y etopdsido) y ICE
(ifosfamida, ciclofosfamida y etopdsido). Los detalles de
los diversos farmacos citotdxicos usados en quimioterapia

de malignidades incluyendo regimenes quimioterapéuticos de

66



combinaciones, dosis, etc., se suministran en esta
solicitud se pueden encontrar en Cancer Principles and
Practice of Oncology, Eds. Vincent T. DeVita, Samuelo
Hellman, Steven A. Rosenberg, 6 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 invencidén también proporciona un método de
tratamientos de sujetos humanos o animales que padecen o
estén en riesgo de un Lrastorno proliferativos
caracterizado por c¢élulas gque expresan CD22, el método
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de
CMC-544 de la presente invencidn.

La presente invencion se describe ademas a
continuacién en ejemplos especificos de trabajo que se
pretende que describa ademés la invencidén sin limitar su
alcance.

EJEMPLO 1
GENERACION DE ANTICUERPOS CANDIDATO

Se selecciond un conjunto de anticuerpos contra CD22 a
parfir de hibridomas utilizando los siguientes criterios de
seleccidn: enlace a células Daudi, internalizacidn en

células Daudi, enlace a células mono nucleares de sangre

periférica (PBMC), internalizacién sobre PBMC, afinidad
(mayor a 10°°M), ratén ¥yl y velocidad de produccidn. Se

selecciond 5/44 como un anticuerpo preferido.

I. CLONACION DE GENES Y EXPRESION DE UNA MOLECULA DE
ANTICUERPO QUIMERICO 5/44

a) Preparacién de células de hibridomas 5/44 vy
preparaciéon del ARN para ello
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Se generd el hibridoma 5/44 por tecnologia
convencional del hibridoma después de la inmunizacidn de
ratones con proteina humana CD22. Se prepard el ARN a
partir de células hibridomas 5/44 wusando un kit RNEasy
(Qiagen, Crawley, UK; Catalogue No. 74106). El ARN obtenido
se transcribid® de una manera i1inversa al ADNc, como se
describe a continuacidn.

b) Distribucidén de CD2Z2 en los tumores NHL

Se efectué un estudio de inmunohistoquimica para
examinar la incidencia y distribucidén de la tincidn usando
los anticuerpos monoclonales 5/44 anti-CD22. Los
anticuerpos de control anti-CD20 y anti-CD79%a se incluyeron
en el estudio para confirmar las areas B de tumores.

Se estudiaron un total de 50 tumores vy estos se
categorizaron como sigue al usar la formulacidn de trabajo

y los sistemas de clasificacidén REAL:

e 7 leucemia/linfoma linfoblastico B (alto/I)

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

3 linfoma plasmacitoide/inmuno citoma (bajo/A)

1 célula de manto (Int/F)

e 14 1linfomas de centro de foliculo (bajo hasta
Int/D)

¢ 13 linfomas de células grandes difusas (Int hasta
alto/G,H)

e 6 sin clasificar (K)

e 2 linfomas de células T

Cuarenta linfomas de células B fueron positivos para
el antigeno CD22 con el anticuerpo 5/44 a 0.1 pg/ml y 6
adicionales se volvieron positivas cuando se incrementd la

concentracién hasta 0.4 pg(ml. Para los 2 tumores de
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células T restantes que fueron negativos a 0.1 pug/ml fueron
un tejido insuficiente que permanecid para probar a una
concentracién superior. Sin embargo, la prueba en paralelo
con otro anticuerpo anti-CD22 designado 6/13 (Celltech,
Slough, UK) que dio una tensién més fuerte que 5/44 resulto
en todos los 48 linfomas de células B gque tifleron positivo
para CD22.

Asi, es posible concluir que el antigeno CD22 se
expresan ampliamente en los linfomas de células B vy
suministra por lo tanto un objetivo adecuado para la
inmunoterapia en NHL.

c) Clonacién de PCR de 5/44 Vy y Vg

Se sintetizaron secuencias de ADNc que codifican para
los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas
5/44 usando transcriptaza 1nversa para producir copias de
ADNc de hebra sencilla del ARN presente en el ARN total.
Luego se probd esto como la plantilla para implicacién de
secuencias de murina de la regién B usando cebadores de
oligonucleoticos especificos por una reaccidn de polimerasa
(PCR) .

1)Sintesis de ADNc

Se sintetizo el ADNc en un volumen de reaccidn de
20ul que contiene los siguilentes reactivos: 50mM, Tris-HCL
pH 8.3, 75 mM KCl, 10 mM ditiotreitol, 3 mM MgCl;, 0.5 mM
de dATP, dTTP, dCTP y dGTP, 20 unidades de ARNsina, 75 ng

de cebador de hexanucleotido aleatorio, 2 pg 5/44 ARN, vy

200 unidades de la transcriptasa reversa del virus de
leucemia murino de Moloney. Después de la incubacién a 42°C
durante 60 minutos se finalizé la reaccidn al calentar a

95°C durante 5 minutos.
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11)PCR

Se sometieron las alicuotas del ADNc a PCR usando
combinaciones de cebadores especificos para las cadenas
ligeras vy pesadas. Los acumulados de cebador degenerado
disefiados para combinarse en los pares base con las
consecuencias conservadas del péptido de serial se usaron
como cebadores delanteros. Estas secuencias contienen todas
en orden un sitio de restriccidén (Vp Sful; Vy Hindlll) que
parte de 7 nucledtidos desde sus extremos 5’, la secuencia
GCCGCCACC (SEQ ID) NO:50), para permitir una traduccién
6ptima de los ARNm resultantes, un codén de inicio y 20 a
30 nucledtidos basados en las secuencias del péptido lider
de anticuerpos conocidos de ratédn (Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 52. Edition, 1991,
U.S. Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Institutes of Health).

Los cebadores 3’ se disefian para cubrir la unidén de la
estructura 4 J-C del anticuerpo y contienen un sitio de
restriccién para la encima BsiWl para facilitar la
clonacidén del fragmento V, PCR. Los cebadores 3’ de cadena
pesada son una mezcla disefiada para abarcar la unidén J-C
del anticuerpo. El1 cebador 3’ incluye un sitio de
restriccidén Apal para facilitar la clonacién. La regidén 3’
de los cebadores contiene una secuencia mixta gque se basa
en aquellas encontradas en los anticuerpos conocidos de
ratédn (Kabat et al., 1991, supra).

Las combinaciones de los cebadores antes descritos
permiten que los productos PCR para Vy y Vi, se clonen
directamente en un vector de expresidén adecuado (ver a

continuacién) para producir cadenas ligera vy pesada
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quiméricas (de ratdn y humano) y para gue se expresen esos
genes en células mamiferas para producir anticuerpos
antiguiméricos del isotipo deseado.

Se fijaron como sigue las incubaciones (100 pl) para
el PCR. Cada reaccidén contenia 10mM Tris-HCI pH 8.3, 1.5 mM
MgCl2, 50 mM KCl, 0.01% p/v gelatina, 0.25 mM de dATP,

dTTP, dCTP y dGTP, 10 pmoles de mezcla de cebador 5', 10

pmoles de cebador 3’, 1ul de ADNc y 1 unidad de polimerasa
Tag. Se incubaron las reacciones a 95°%C por 5 minutos vy
luego se formaron ciclos a través de 94°C por un minuto,
55°C por un minuto y 72°C por un minuto. Después de 30
ciclos, se analizaron las alicuotas de cada reaccidn por
electroforesis en un gel de agarosa.

Para la regidén V de cadena pesada, un producto
amplificado de ADN solamente se obtuvo cuando un acumulado
de cebadores que se combinan dentro de los pares bases del
comienzo de la estructura 1 reemplazd el acumulado del
cebador de péptido de sefial. Se clonaron los fragmentos en
vectores formadores de secuencia de ADN. Se determind la
secuencia de ADN y se tradujo para dar una secuencia
deducida de aminodcidos. Esta secuencia deducida se
verificé con referencia de la proteina en la terminal N
determinada experimentalmente. La figura 1 muestra la
secuencia de los amincacidos de los CDRs del anticuerpo
monoclonal de ratédn 5/44. Las figuras 2 y 3 muestran la
secuencia de proteina y ADN de las regiones V de cadena
ligera y pesada maduras del ratén monoclonal 5/44
respectivamente.

iii) Clonacién molecular de los fragmentos de PCR.

Las seccilones de la regidén 5 murina luego se clonaron

en los vectores de expresiéon pMRR10.1 y pMRR14 (figuras 7 y
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8). Estos son vectores para 1la expresién de ADN que
contienen cadenas ligeras y pesadas que codifican cadenas
constantes de la cadena ligera capa humana y la cadena
pesada gama-4 humana. La regidn Vi, se subclono en el vector
de expresién por digestidén y ligacidén de restriccidén a
partir del vector que forma secuenéias usando ciclos de
restricciodn 3ful Y BsiWl creando el plasmido
PMRR10 (544cL) (figura 8). E1 ADN de cadena pesada se
amplificd por PCR al usar un cebador 5’ para introducir un
péptido de seflal, ya que esto no se obtuvo en la estrategia
de clonacidén-un anticuerpo de cadena pesada de ratdn lider
de un hibridoma diferente local (determinado 162) se
empleo. El cebador 5’ tuvo la siguilente secuencia:
5" GCGCGCARAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGGCACTC
ATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGTCTGG3! (SEQ ID
NO:51) .

El cebador inverso fue idéntico a aquel usado en la
clonacidén del gen Vy. El producto resultante por PCR se
digirid en las enzimas HindIII y Apal, se subclond y se
confirmdé su secuencia de ADN creando el pléasmido
pMRR14 (544cH) (figura 7). La co-transfeccién transitoria de
los vectores de expresidén en las células CHO generd un
anticuerpc gquimérico <¢5/44. Esto se logrd usando el
reactivo de lipofectamina segln los protocolos del
fabricante (InVitrogen:Life Technology, Groningen, Paises

Bajos. Catdlogo no. 11668-027).

IT. ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y LISINA

REACTIVA
Se observd una secuencia del sitio de glicosilacién

ligado en N potencial en CDR-H2, que tiene la secuencia de
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aminodacidos en N-Y-T (Figura 3. El SDS~PAGE, la
inmunotransferencia Western y la tincién de carbohidratos
de geles de 5/44 y sus fragmentos (incluyendo Fab) indica
gue el sitio estaba de hecho glicosilade (no se muestra).
Ademas, se observd un residuo de lisina en una posicidn
opuesta dentro de CDR-H2, que tuvo el potencial para
reducir la afinidad de enlace del anticuerpo al suministrar
un sitio adicional para conjugacidén con un agente con el
cual se puede conjugar el anticuerpo.

Se usdé wuna estrategia PCR para introducir las
substituciones de aminodcido en la secuencia CDR-HZ en un
intento por retirar el sitio de glicosilacidén y/o la lisina
reactiva como se muestra en la figura 4. Los cebadores
delanteros que codifican la mutaciones N55Q, T57A o TS57V se
utilizaron pare retirar el sitio de glicosilacidn (figura
4) y un cuarto cebador delantero gue contiene la
substitucién K60R, se generd para retirar el residuo
reactivo de 1lisina (figura 4). Se wutilizd un cebador
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 insertarcn en pMRR14 (544cH)
(también desdoblado con Xbal y Apal) para generar 1os
pléasmidos de expresidén que codifican estos mutantes. Las
mutaciones N55Q, T57A y T57V hacen ablacidén del sitio de
glicosilacidén al cambiar la secuencia de aminoacidos fuera
del consenso N-X-T/S mientras que la mutacién Ke60OR
reemplaza la lisina potencialmente reactiva con un residuo
de arginina similarmente cargado de forma positiva. Los
plédsmides variantes resultantes cH se cotransfectan con el
plasmido cL para generar variantes de anticuerpo guiméricos

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

Se evaluaron las actividades de los genes quiméricos
siguiendo una transfeccién transitoria en células CHO y la
determinacién de las constantes de afinidad por el andlisis
BiaCore.

Las afinidades del 5/44 guimérico o sus variantes que
han tenido su sitio de glicosilacidén o su lisina reactiva
eliminada, se investigaron usando la tecnologia BIA para el
enlace de los constructos CD2Z2-mFc. Los resultados se

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

efectuaron en el instrumento BIAcore™ 2000 (Pharmacia
Biosensor AB, Uppsala, Suecia). El ensayo se efectud por
captura de CD22mFc por medio del Fc anti-ratén

inmovilizado. El anticuerpc estaba en fase soluble. Se
inyectaron muestras estandares y controles (50ul) sobre Fc
anti-ratédn inmovilizado seguido por un anticuerpo en la
fase soluble. Después de cada ciclo se regenerd la

superficie con 50ul de 40mM de HCl a 30ul/min. Se efectud
el anadlisis cinético usando el software BIAevaluation 3.1
{(Pharmacia) .

El retiro del sitio de glicosilacidén en el constructo
T57A resultd en una velocidad activa ligeramente mas rapida
y una velocidad inactiva ligeramente mas lenta en
comparacién con el quimérico 5/44, dando una mejora de
afinidad de aproximadamente 5 veces. La mutacidén N55Q no
tuvo efecto en la afinidad. Este resultado fue inesperado
ya que sugilere que la eliminacién del carbohidrato mismo no
tuvo aparentemente un efecto en el enlace (como con el
cambio N55Q). Se observd la afinidad mejorada solamente con

el cambio TS7A. Una explicacidn posible es que
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independientemente de la presencia del carbohidrato, la
treonina en la posicidén 57 ejerce un efecto negativo en el
enlace que se elimina en la conversidén de la treonina a la
alanina. La hipdétesis de que el tamafo pequefio de la
alanina es importante y que el efecto negativo de la
treonia se relaciona con su tamafio se soporta a partir del
resultado obtenido usando la mutacidén T57V: ese reemplazo
con la valina en la posicién 57 no es benéfico (no se
muestran los resultados).

La eliminacién del residuo de lisina por la mutacidn
K6OR tuvo un efecto neutro en la afinidad esto es, la
introduccidén del residuo de arginina elimina un sitio
reactivo potencial sin comprometer la afinidad.

Las mutaciones para la eliminacidén del sitio de
glicosilacién y para la eliminacién de la lisina reactiva

se incluyeron por lo tanto en el disefio de humanizacidn.

EJEMPLO 2
INJERTO POR CDR DE 5/44

La clonacidén molecular de los genes para las regiones
variables de las cadenas ligera vy pesada del anticuerpo
5/44 y su uso para producir anticuerpos quiméricos 5/44
(ratén/humano) se ha descrito arriba. Las secuencias de
nucledtidos y de aminoacidos del ratén en los dominios 5/44
Vi, vy 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 segun el

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

I. INJERTO CDR DE LA CADENA LIGERA 5/44
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La alineacidén de la secuencia de proteina con las
secuencias de consenso a partir de la regidén V de cadena
ligera kappa del subgrupo 1 humano 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 linea germinal del subgrupo 1 Vk
humano. La secuencia del aceptor de la estructura 4 se
deriva de la secuencia de la linea germinal de la regidén J
humana JKI1.

Una comparacién de las secuencias de aminoacidos de
las regiones de estructura de la murina 5/44 y la secuencia
del aceptor se da en la figura 5 y muestra que hay 27
diferencias entre las cadenas del aceptor y del donador. En
cada posicién se hizo un andlisis del potencial del residuo
de murina para contribuir con el enlace de antigenos ya sea
directa o indirectamente a través de los efectos en el
empagque © interfaz Vg/Vy. Si se considera importante un
residuo de murina y es suficientemente diferente del
residuo humano en términos de tamafio, polaridad o carga,
entonces se conserva el residuo de murina. Con base en este
andlisis dos versiones de la cadena ligera injertada por
CDR que tienen las secuencias dadas en SEQ ID NO:19 y SEQ

ID NO:20 (Figura 5), se construyeron.

II. INJERTO CDR DE LA CADENA PESADA 5/44

El injerto CDR de la cadena pesada 5/44 se logrd
usando la misma estrategia como se describe para la cadena
ligera. El dominio V de la cadena pesada 5/44 se encuentra
que es homélogo a las cadenas pesadas humanas que

pertenecen al subgrupo 1 (70% de identidad de secuencias) vy
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por lo tanto la secuencia de la estructura de la linea
germinal del subgrupo 1 humano VH1-3, DP7 se usa como una
estructura del aceptor. Las secuencias del aceptor de la
estructura 4 se derivan de la secuencias germinal de la
regidén J humano JHA4.

Una comparacién de la cadena pesada 5/44 con las
regiones de estructura se muestran en la figura 6 en donde
se puede observar que la cadena pesada 5/44 difiere de la
secuencia del aceptor en las posicicones 22. El analisis de
la contribucién de que cualquiera de estos puede ser al
enlace de antigeno conduce a 5 versiones de las cadenas
pesadas injertadas por CDR que se construyen, que tiene la
secuencia dadas en SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ 1ID

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

III. CONSTRUCCION DE GENES PARA SECUENCIAS INJERTADAS

Se diseriaron genes para codificar las secuencilas
injertadas gHl vy gLl, y una serie de oligonucledtidos de
traslapes se disefiaron vy construyeron (figura 10). Se
empled una técnica de ensamble por PCR para construir los
genes de la regidén 5 injertados con CDR. Se prepararon
volumenes de reaccidn de 100ul gque contienen 10 mM Tris-HCL
pH8.3, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCI, 0.001 % gelatina, 0.25 mM
de dATP, dTTP, dCTP, vy dGTP, 1 pmol cada uno de los
cebadores internos (T1l, T2, T3, Bl, B2, B3), 10 pmoles de
cada uno de los cebadores externos (Fl, R1l), y una unidad
de polimerasa Tag (Amplitaq, Applied BioSystems, catalogo
no. N808-0171). Los parédmetros del ciclo por PCR fueron
94°C para 1 minuto, 55°C para 1 minuto y 72 °C para 1
minuto, por 30 ciclos. Luego se corrieron los productos de
reaccién en un gel de agarosa al 1.5%, se extirparon y
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recuperaron usando las columnas de giro QIAGEN (kit de
extraccidén con gel QIAquick no. de catalogo 28706). Se
eluyé el ADN en un volumen de 30 pl. Las alicuotas (1 pul)
del ADN gHl y gLl luego se clonaron dentro del vector de
clonacién InVitrogen pCR2.1 TOPO (catdalogo no. K4500-01) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este vector
que no es de expresién sirve como un intermediario de
clonacién para facilitar la formacién de secuencia de un
gran numero de clones. Se usd la formacidén de secuencias de
ADN usando cebadores especificos del vector para
identificar los clones correctos que contiene gHl vy glLl1,
creando pléasmidos pCR2.1 (544gH1) y pCR2.1 (544gLl)
(Figuras 11 y 12).

Se utilizd un método de reemplazo de un casete de
oligonucledétido para crear los injertos humanizados gH4, 5,
6y 7, vy gl2. La figura 13 muestra el diseric de los casetes
de los oligonucledtidos. Para construir cada variante el
vector pCR2.1 (544gHl) o pCR2.1(544gLl)) se corta con las
enzimas de restriccién mostradas (Xmal/Sacll para la cadena
pesada, Xmal/BstEll para la cadena ligera). El1 fragmento
del vector grande se purificd con gel a partir de agarosa y
se uso en el ligamiento con el casete de oligonucledtido.
Estos casetes estdn compuestos de dos oligonucledtidos

complementarios gue se muestran en la figura 13, se mezclan

a una concentracidén de 0.5 pmoles/pul en un volumen de 200

pl 12.5 M Tris-HC1 pH 7.5, 2.5 mM MgCl, 25 mM NaCl, 0.25 mM
diticeritritol. La combinacién de los pares base se logra
al calentar al 95°C por 3 minutos un bafioc de agua (volumen
500 ml) luego se deja que la reaccién se enfrie lentamente
hasta temperatura ambiente., E1l casete de oligonucledtido

combinado en sus pares base luego se diluye 10 veces en
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agua antes de la 1ligacidén en el vector de corte
adecuadamente. Se usd la formacién de secuencias de ADN
para confirmar la secuencia correcta al crear los plasmidos
pCR2.1 (5/44-gH4-7) vy pCR2.1 (5/44-gL2). Las secuencias
injertadas verificadas luego se subclonaron en los vectores
de expresidén pMRR14 (cadena pesada) vy PMR10.1 (cadena

ligera) .

Iv. ACTIVIDAD DE ENLACE DE CD22 DE LAS SECUENCIAS
INJERTADAS EN CDR

Los vectores que codifican las variantes injertadas se
cotransfectaron en células CHO en una diversidad de
combinaciones junto con las cadenas de anticuerpo gquimérico
original. Se compard la actividad de enlace en un ensayo de
competicién, al competir el enlace del anticuerpo 5/44
original de ratén para el enlace a la célula Ramos
(obtenida de ATCC, una linea celular de linfoblasto de
linfoma de Burkitt que expresa la superficie CD22). Este
ensayo se considerd la mejor forma de comparar los injertos
en su capacidad para enlazarse a la superficie celular
CD22. Los resultados se muestran en las figuras 14 y 105,
Como se puede observar hay muy poca diferencia entre
algunos de los injertos todos efectuados mas efectivamente
que el quimérico al compartir contra el precursor murino.
La introduccidén de los tres residuos humanos adicionales al
final de CDR-H3 (gH5 vy gH7) no parece haber afectado el
enlace.

La combinacién de injerto con el numero menor de
residuos de murina gLlgH7 se selecciond. El injerto de
cadena ligera gLl tuvo 6 residuos de donador. Los residuos

V2, V4, L37 y Q45 son residuos de empaque potencialmente
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importantes E1l residuo H38 estd en la interfaz Vy/V;. El
residuo D60 es un residuo de superficie cercano a CDR-LZ y
puede contribuir directamente al enlace de antigenc. De
estos residucs V2, L37, 045 y D60 se encuentran en la
secuencias de la lineas germinal de los genes kappa humanos
de otros subgrupos. El injerto de cadena pesada gH7 tiene 4
residuos de estructura del donador (el residuoc RZ28 se
considera que es parte de CDR-H1 bajo la definicidn
estructural usada en el injerto de CDR (ver Adair et al.
(1991), solicitud PCT No. W091/09967)). Los residuos El y
A71 son residuos de superficie cercanos a CDR. El residuo
148 es un residuoc de empaque potencial. El residuo T93 esta
presente en la interfaz Vy/Vy. De estos residuos, El1 y A7l
se encuentran en otros genes de linea germinal del subgrupo
humano 1. El residuo 148 se encuentra en el subgrupo 4 de
la linea germinal humana 4 y T73 se encuentra en el
subgrupo 3 de la linea germinal humana.

El ADN completo y la secuencia de proteina de 1la
cadena ligera y de la cadena pesada, incluyen una posiciédn
aproximada de intrones dentro de los genes de resgidn
constante suministrados por los vectores, se muestran en la
figura 16 y se dan en SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:28,
respectivamente, 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 vy
pesada se extirpdé de estos vectores., El1 ADN de cadena
pesada se digirié en el sitio 5’ Hindlll, luego se tratod
con el fragmento Klenow de la polimerasa de ADN de E. coli
I para crear el extremo con puntas romas 5. El
desdoblamiento del sitio 3’ EcoRI resulta en fragmentos de

cadena pesada gue se purificaron a partir de geles de
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agarosa. De la misma manera se produjo un fragmento de
cadena ligera, cerrado en puntas romas en el sitio 5'Sful y
con el sitio 3'EcoRI. Se clonaron ambos fragmentos en DHFR
con base en los vectores de expresidén y se usaron para

generar lineas celulares estables en células CHO.

EJEMPLO 3
CONJUGACION DE LA Nac-GAMMA CALIQUEAMICINA DMH ACBUT AL
ANTICUERPO HUMANIZADO ANTI-CD22 (G5/44)

En una reaccion tipica de conjugaciédn, el
anticuerpo humanizado anti-CD (G5/44) se conjugl a
Nac-gamma caligueamicina DMH AcBut 0Su (derivado de
caligueamicina) (ver figura 17y, en donde la
concentracién de la proteina objetivo fue de 7.5
mg/ml y la carga del derivado de caliqueamicina fue
de 8.5 por ciento en peso de la proteina. La reacciodn
objetivo en su pH fue 8.5 t+ 0.2, y las
concentraciones objetivo de los otros componentes de
reaccidén fueron como siguen: 50 mM del acido N-(2-
Hidroxietil)piperazina-N’-(4-butansulfdnico) (HEPBS) ,
37.5 mM de decanocato de sodio, y 9% v/v de etanol
total. Se efectué la reaccidén a 33° % 2°C durante 1
hora. Los resultados del andlisis de esta reaccidn
tipica previo a la purificacidén fueron como sigue:
Proteina: 7.34 mg/ml; carga de caliqueamicina: 82.7
ug/ml; agregado: 93.25%; 'y proteina no conjugada
(LCF); 1.07% (UV area % por CLAR).

El efecto de diversos tensoactivos aditivos y sus
concentraciones en el rendimiento y pureza del
producto, se probaron para determinar su efecto en la

produccién del mondmero conjugado (ver tabla 2). Se
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importantes El1 residuo H38 estd en la interfaz Vy/V;. EI
residuo D60 es un residuo de superficie cercano a CDR-LZ vy
puede contribuir directamente al enlace de antigeno. De
estos residuos V2, L37, Q45 y D60 se encuentran en la
secuencias de la lineas germinal de los genes kappa humanos
de otros subgrupos. El injerto de cadena pesada gH7 tiene 4
residuos de estructura del donador (el residuo R28 se
considera que es parte de CDR-H1 bajo la definicidn
estructural usada en el injerto de CDR (ver Adair et al.
(1991), solicitud PCT No. W091/09967)). Los residuos El y
A71 son residuos de superficie cercanos a CDR. El residuo
148 es un residuoc de empaque potencial. El residuo T93 esta
presente en la interfaz Vy/Vy. De estos residuos, El1 y A71
se encuentran en otros genes de linea germinal del subgrupo
humano 1. El residuo 148 se encuentra en el subgrupo 4 de
la linea germinal humana 4 y T73 se encuentra en el
subgrupo 3 de la linea germinal humana.

El ADN completo y la secuencia de proteina de 1la
cadena ligera y de la cadena pesada, incluyen una posicién
aproximada de intrones dentro de los genes de resgidn
constante suministrados por los vectores, se muestran en la
figura 16 y se dan en SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:28,
respectivamente, 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 vy
pesada se extirpd de estos vectores., E1 ADN de cadena
pesada se digirié en el sitio 5’ Hindlll, luego se tratd
con el fragmento Klenow de la polimerasa de ADN de E. coli
I para crear el extremo con puntas romas 5. El
desdoblamiento del sitio 3’ EcoRI resulta en fragmentos de

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

excepto para el concentracion. Los

aditivo y su
conjugados producidos a partir de estas reacciones se
analizaron para concentracidén de proteinas, carga de
caliqueamicina, contenido de agregados y LCF. Aungue
todos los acidos n-carboxilicos en el rango del Cg

(hexanoato) al Cio (dodecanoato) dieron resultados
aceptables, los mejores resultados globales (bajo LCF,
bajo agregado, y alta recuperacién del conjugado
monomérico se obtuvieron con decanoato en un rango de
concentracidén de 30 mM a 50 mM.

TABLA 2: EFECTO DE LA IDENTIDAD DEL ADITIVO Y LA

CONCENTRACION EN LOS RESULTADOS DE CONJUGACION

Aditivo/concentracidn | Recuperacidn | Porcentaje | Porcentaje
de proteina |de agregado de LCF
(%3 de
recuperacidn)
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
Dodecancato-5 mM 65.6 0.78 7.0
EJEMPLO 4

PROCESO DE PURIFICACION CROMATOGRAFICA
I. PROCESO DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

Aungue se identificé el flujo réapide 4 de butil

sefarosa como los mejores medios HIC, se pueden obtener

resultados

aceptables con alteraciones

ligeras en las
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condiciones cromatogrdficas usando otras resinas tales como
el flujo de répido de octil sefarosa, PPG~600C (Tosoh
Biosep), Ffractogel EMD Propyl (EM Processing) vy Source
15I50 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

El material de partida para la purificacidén fue una
mezcla de reaccidén de conjugacidédn que contiene 7.2 mg/ml de

proteina a una carga de derivado de caliqueamicina de 83
ug/mg, con un contenido de agregado de 10.1% (por ciento de

dArea por CLAR), y un contenido LCF de 5.6% (por ciento de

area por CLAR).

Después de que se finalizdéd la reaccidn de conjugacidn,
se diluyd 4 veces la mezcla de reaccidén por la adicidn de
una solucién de fosfato de potasio hasta una concentracidn
de 0.7 M (pH 8.2). Después de mezclar, la solucidén se
filtré a través de filtros de 0.45-micras. La solucidn
diluida se cargd en una columna de flujo rapido de butil
sefarosa 4. La cantidad total de proteina cargada a la
columna fue 29 mg por ml de volumen de lecho. Después de un
lavado con fosfato de potasio 0.7 M, se eluyd la columna
usando un gradiente por etapas desde 0.7 M a 4 mM de
fosfato de potasio, pH 8.2. se acumularon las fracciones
diluidas en el gradiente de etapas para un procesamiento
adicional, con un acumulado gue consiste de un conjugado
monomérico menor de 1% de Area de cada agregado y LCF. Este
acumulado se cargd en una columna desaladora Sephadex G-25
(Amersahm Biosciences) para intercambio con una solucidn
amortiguadora adecuada para formulacidn gue consiste de 20
mM tris-Cl y cloruro de sodio 100 mM a un pH de 8.0. La
preparacioén, CMC-544 intercambiada con amortiguador
purificada tuvo las siguientes propiedades: carga de

83

64y



£98

caliqueamicina: 81 pg/mg; agregado: 0.4% (area por CLAR)
LCF: 0.8% (Area por CLAR).
EJEMPLO 5
ANALISTS DEL ENLACE DEL INMUNOCONJUGADO NAC-GAMMA
CALIQUEAMICINA DMH ACRUT-G5/44 (CMC-544)

El inmunoconjugado del anticuerpo humanizado anti-CD22
(G5/44), con caliqueamicina (CMC-544) generado por el
proceso anterior de conjugacidn se analizd en un estudio de
enlace para determinar si el conjugado generado usando el
proceso mejorado tuvo algun efecto adverso en el enlace de
antigeno. La tabla 3 muestra que el procedimiento de
conjugacién no tiene ningin impacto en la afinidad de
enlace de antigeno del anticuerpo. El1 inmunoconjugado CMC-
544 hecho por el nuevo o anterior procedimiento de
conjugacién enlazado al antigeno objetivo con afinidades
similares, que no difieren de aquella del anticuerpc no
conjugado G5/44.

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

PROCEDIMIENTOS DE CONJUGACION CMA-676 Y CMC-544

Anticuerpo Ky (M) Krn (1/M) Ky (1/s) K. (1/Ms) | Porcentaje

Anti-CDh22 LCF

G5/44 1.230x1071% | 7.90x10° | 2.80x10™> | 2.20x10° 100

humanizado

CMC-544 (21 1.20x107° [ 8.10%10° | 6.10x10™ | 4.90x10° 25
ug/ml)
(procedimiento

CMA-676)

cMC-544 (87 1.50x10° 1% | 6.60x10" | 6.90x10™° | 4.60x10° 3.3
pg/ml)
{(procedimiento

CMC-544)
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El analisis de biosensor se efectud usando un BIAcore
2000 (BTAccore AB, Uppsala, Suecia). Se inmovilizd de forma
covalente el CD22mFc en una microplaqueta biosensora
recubierta con carboximetil dextrano activada con N-
hidroxisuccinimida (CM5) usando una quimica de acoplamiento
de aminas estandar a una densidad de proteinas de
aproximadamente 2000 unidades de resonancia. Se diluyeron
las rmuestras de CMC-544 o G5/44 en la solucidn
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 concentracién de 1 a 100 nM
durante la superficie de microplaquetas de biosensor
recubiertas con CD22mFc a una relacién de flujo de 30
nl/min durante 3 minutos para permitir el enlace. Después
de la fase de enlace, se observd la disociacidén del
anticuerpo enlazado a la lavar la microplagqueta con
disolucidn amortiguadora HBS durante un periodo de 15
minutos. Se regenerd la superficie antigénica al lavar la
microplaqueta sensora con 15 pl de la solucién
amortiguadora de regeneracidén (10 mM NaOH y 200 mM NaCl)
durante 30 segundos, sequido por un tiempo de
estabillizacién de 2 minutos antes del siguiente ciclo. Se
calcularon las constantes cinéticas con un analisis de
regresion de minimos cuadrados no lineales usando un modelo
de ajuste de curvas de enlace de 1:1 Langmuir y un programa
de BIA evaluacidén (versidén 3.0, BIAcore). El enlace del
antigeno de CMC-544 se evalud por un andlisis de resonancia
de plasmén de superficie utilizando CD22mFc inmovilizado

covalentemente en una microplaqueta biosensora. Los
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resultados de los analisis cinéticos de los enlaces de CMC-
544 y G5/44 a CD22mFc muestran que después de gque se
ajustaron globalmente los datos a un modelo de enlace de
1:1 Langmuir con compensaciéon para la transferencia de
masa, tanto CMC-544 como el G544 son conjugar enlazado a
CD22 con una afinidad similar (CMC-544:CD22 Kp = 200 pM;

G5/44: CD22 Kp

i

235 pM). La conjugacién a la
caligueamicina no impacté 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 células del linfoma B también se examind
por citometria de flujo. El Anti-CD33 mAb gemtuzumab
(hP67.6) y su conjugado de caliqueamicina CMA-676
(gemtuzumab ozogamicin) se usaron como controles que
coinciden con el isotipo en esta evaluacidén. E1 Rituximab
(RituxanTM), un maAb CD20 anti-humano de IgGl humano
quimérico, se usd como un control positivo. Los IgGl y IgG4
policlonales humanos purificados también se usaron como
controles negativos. E1l enlace de CMC-544 y G5/44 a CD22 en
Ramos o RL BCL fue similar y es diferente de aquel del IgG4
policlonal humano. RL BCL desplegd una menor expresidén de
superficie de CD22 que el Ramos BCL., En contraste, el
enlace de CMA-676 o gLlgH7 a BCL fue similar con aquel del
IgG4 policlonal humano consistente con su falta de
expresién de CD33 (no se muestran los datos). Las mismas
células demostraron un fuerte enlace de anti-CD20 rituximab
(Rituxan™). A diferencia de hP67.6 y CMA-676, ni CMC-544
ni G5/44 demostraron ningin enlace a las células de
leucemia CD22° CD33" HL-60 (no se muestran los datos).
Estos resultados sugieren gque la conjugacién de G5/44 con

caliqueamicina no afecta su especificidad de antigeno. CMC-
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544 especificamente reconoce al CD22 en células B humanas,
pero no en células B de murina, rata, canino, porcino, o
primate (cinomolgus y resus) (no se muestran los datos).
EJEMPLO 6
ANALISIS DE LOS EFECTOS IN VITRO E 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 células B CD22%, RL, Daudi, Raji y
Ramos, se compararon. Un conjugado de caliqueamicina que
coincide con el isotipo dirigido al CD33 humano (CMA-676)
se usdé para reflejar los efectos no especificos del
antigeno del conjugado. El uso del DMH de caligqueamicina N-
Ac gamma sin conjugar (el farmaco liberado del conjugado
con la hidrdélisis éacida) en esta evaluacidn indica que cada
una de estas lineas celulares usadas fue sensible a los
efectos letales de la caligqueamicina. La tabla 4 muestra
los resultados de estas evaluaciones c¢on base en la
equivalencia de la caligueamicina y la tabla 5 muestra
estos resultados expresados como las concentraciones de la
proteina de anticuerpos conjugados. La administracién
mediada por CD22 de la caliqueamicina a las células CD22°
fue al menos 10 veces mas eficiente al exterminar las
células objetivo que el farmaco sin conjugar mismos. El
conjugado de control que coincide con el isotipo (CMA-676)
mostré citotoxicidad gque fue menor o similar a la del
derivado de caliqueamicina sin conjugar. Es evidente de 1la
tabla 4 que el conjugado hecho por el proceso de
conjugacién CMC-544 puede generar un efecto citotdxico
equivalente a concentraciones inferiores de anticuerpos que

el conjugado hecho por el proceso de conjugacidén CMA-676.
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TABLA: 4 INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR CALIQUEAMICINA
CONJUGADA (ICsp Pm de Caligueamicina)
Lineas de|Proceso Proceso Control |N-acetil gamma
linfoma de|CMC-544 CMA~-676 negativo |caligueamicina
células B carga CMC-|carga CMC-{CMA-676¢ |DMH
544 65uG/MG | 544 35uG/MG |carga
35uG/MG

RL #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: INHIBICION DEL  CRECIMIENTO DEL ANTICUERPO

CONJUGADO (ICsq pg/mL DE ANTICUERPO)

Lineas de{Proceso Proceso Control |Control de
linfoma de|CMC-544 CMA-~676 negativo |anticuerpo
células B carga CMC-jcarga CMC-{CMA-676
544 544 carga
65uG/MG 35uG/MG 35uG/MG
RL #1 0.09 0.86 17.14 >100
#2 0.18 1.14 11.43 >100
Daudi #1 0.32 2.29 53.89 >100
Raji  #1 7.69 ND’ 80.00 >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 determinado

Citotoxicidad In wvivo: CMC-544 hecho por el proceso
CMC-544 se evaludé ademds en xenoinjertos de linfoma de
células B. En estos estudios dos tumores de linfoma de
células B, RAMOS y RL se utilizaron. El linfoma RL es una
linea celular derivada de NHL gue no es Burkitt mientras
que RAMOS se derivo originalmente de linfoma Burkitt. En un
experimento representativo gue se muestra en la figura 18,
CMC-544 y su contra parte del anticuerpo de murina se
mostrd que fueron eficaces al inhibir en una forma
dependiente de la dosis el crecimiento de 1linfoma de
células B RAMOS.

El conjugado del anticuerpo humanizado se mostrd que
era mads potente gue su contraparte murina. En este
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estudio la dosis menor de conjugado de caligueamicina
capas de provocar una inhibicidén importante en el
crecimiento de linfoma fue de 10pug/kg del Nac-gamma
caliqueamicina DMH conjugado. En contraste en anticuerpo
no conjugado G5/44, a 10 mg/Kg administrado de forma
intraperitoneal en un programa similar como conjugado no
tuvo efecto en el crecimiento del tumor.

Se efectuaron estudios similares utilizande el modelo
de linfoma RL. La tabla 6 muestra en andlisis combinado de
tres experimentos diferentes en los cuales los efectos
antitumor de CMC-544 se evaluaron en los tumores RL NHL con
etapas de 300-400mg en tamafio en ratones desnudos. EL CMC-
544 en una forma dependiente de la dosis provocd que los
tumores regresaran en un periodo de tiempo de tres semanas.
La dosis minimamente efectiva de CMC-544 en el modelo de
linfoma RL se establecidé de andlisis estadistico de estos
estudios para hacer 20ug/kg con base en el contenido de
caliqueamicina. No hubo muertes en ninguno de estos tres
estudios. La dosis superiores (60-320 ug/kg) de CMC-544
provocaron una regresién casi completa de linfoma RL. Al
tomarse juntos los resultados obtenidos con los dos modelos
de linfoma de células B de muestran claramente la capacidad

de CMC-544 para provocar una regresidén de tumor.
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TABLA 6: EFECTO ANTITUMOR DE CMC-544 CONTRA LOS

XENOINJERTOS RL NHL EN RATONES DESNUDOS

Dosis de Crecimiento de 5 T/C° Valor P contra
caligqueamicina tumor medio vehiculo
UG/KG relativo
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

7

tumor en la semana 3/masa de tumor al dia 1) para cada animal

? 100* (RTG media para una dosis de CMC-544 / RTG media para
el grupo de vehiculo)
3

valor p a partir de una comparacién de prueba T de un lado

de CMC-544 contra vehiculo usando un RTG transformado en

jerarquia como la variable de respuestas. El término de error

para todas las pruebas T se basa en la variante acumulada 52

a través de todos los grupos de tratamiento (s°=154.54).

crecimiento de tumor relative (RTG) calculade como (masa de

La capacidad de CMC-544 hecha por el nuevo
procedimiento para inhibir el crecimiento de =xenoinjertos
de linfoma de c¢élulas B grandes establecidos usando 1los
modelos de linfoma RAMOS y RL también se investigd. Se
dejaron crecer los tumores y dejaron etapas hasta 1.5 o 29
de la masa de tumor después de lo cual se administrd CMC-
544 o un control negativo en conjugado que coincide con el

isotipo (CMA-676) intraperitonealmente a una dosis de

le0pg/kg de caligqueamicina conjugada manteniendo el
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programa original de dosificacién los dias 1, 5 y 9. ElL
mismo programa de dosificacidén se mostrd previo para
provocar una regresidén de larga duracidén en los tumores en
pequefias etapas (ver tabla 6). Como se muestra en la figura
19, la administracidén de CMC-544 a los ratones que soportan
linfomas RAMOS grandes provocaron una regresidn gradual de
la masa de linfoma persistente y para el dia 20 tres de los
cuatro ratones gue tenian tumores estaban libres de
tumores. Al observar estos ratones liberados de los tumores
hasta el dia 50, no indicd ningun nuevo crecimiento de
linfoma RAMOS 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 que
sacrificar antes del dia‘ 15 debido a que su carga de
tumores estaba cercana al 15% de su peso corporal.

Se usd un experimento similar usando CMC-544 en el
modelo de linfoma RL. La administracidén intraperitoneal de
160pg/kg a una dosis de >90% en un programa similar como se
describe antes provocd una regresion de CMC~544 de la masa
persistente de linfoma RL dentro de 30 dias. Sin embargo
para el dia 45, dos ratones en este grupo con linfoma
encogido mostraron un nuevo crecimiento de los tumores.
FEstos resultados dindican gque el CMC-544 puede provocar
regresidén de linfomas pequefios establecidos asi como
grandes. En un numero pequefio de estudios que no se
muestran aqui, los linfomas RL que volvieron a crecer
esporadicamente después de la regresidén inicial inducida
por CMC-544 se volvieron a tratar nuevamente con CMC-544,.
Estos estudios mostraron gque los tumores RL todavia eran

responsables en un segundo curso de tratamiento con CMC-544
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y regresaron nuevamente. Asl el tratamiento con CMC-544
puede ser efectivo contra masas pequefias y grandes de los
linfomas de células B con el potencial de una terapia de

repeticidn.

II. COMPARACION 1IN VIVO DEL CONJUGADO HECHO CON LOS
PROCESOS DE CONJUGACION CMA-676 Y CMC-544

La figura 20 muestra los resultados de un experimento
representativo en el cual ratones que soportan linfoma RL
en etapas recibieron dos dosis diferentes (80 y 320ug/kg de
caligqueamicina conjugada) de CMC-544 hecha usando el
proceso de conjugacidén CMA-676 y el proceso de conjugacidn
CMC-544 utilizando el programa de dosificacidén estandar. 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
intraperitonealmente a 160pg/kg fue inactiva. Sin embargo,
se debe enfatizar que para 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 el proceso CMA-676 contra
aquella que se hizo por el proceso CMC-544., Ya que el
contenido de caliqueamicina de conjugado objetivo es
responsable principalmente de provocar el efecto antitumor,
es posible administrar la cantidad requerida de
caliqueamicina por medio del conjugado hecho por el nuevo
procedimiento usando cantidades mucho mas pequefia del
anticuerpo de direccionamiento. La carga aumentada por el
conjugado hecho por el proceso CMC-544 se debe en efecto a

la falta de cantidades importantes de 1la fraccién baja
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conjugada (LCF).

IIT. TRATAMIENTO DE TUMORES RESISTENTES A RITUXIMAB
(RITUXAN®)

La siguiente pregunta a explorarse fue si 1los
linfomas de c¢élula B gue <crecen después de la
descontinuacién del tratamiento con rituximab anti-
CcDhz20, comercialmente disponible (Rituxan®) todavia
responden al tratamiento con CMC-~544. En este punto,
los linfomas RL (no en etapa) desarrollados se tratan
con rituximab (Rituxan®) durante tres semanas. Conforme
la terapia de rituximab (Rituxan®) continuda, se inhibe
el crecimiento del linfoma RL. Una vez que cesa la
terapia de rituximab (Rituxan®), los linfomas RL crecen
rapidamente hasta el tamafioc de ~1 ¢g de masa, tiempo al
cual se tratan con CMC-544 a la dosis intraperitoneal
de 160ug/Kg. Como se muestra en las Figuras 21 y 22,
estos linfomas RL todavia responden a CMC-544 con 80%
de los ratones que estan libres de tumor por el dia 60,
De esta manera, el CMC-544 es capaz de causar el
regreso de linfomas de célula B con tres dosis que
podrian solo inhibir por la dosificacidédn continua de
rituximab (Rituxan®).

EJEMPLO 8
EFECTO IN VIVO E IN VITRO DE CMC-544
I. ESTUDIOS DE ENLACE Y TOXICIDAD

El CMC-544 se evaludé para su enlace a CD22 vy
también para su actividad en modelos in vivo e in
vitro. E1 CMC-544 también se compara al CMA-676, un
conjugado de control agrupado de isotipo de

hP67.6(IgG4) con caliqueamicina enlazada a AcBut, y a
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rituximab (Rituxan®), un IgGl anti-CD 20 mAb quimérico,
{IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA.), que esta
comercialmente disponible y se adgquiere de Medworld
Pharmacy (Chestnut Ridge, NY). Se usan los siguientes
anticuerpos en los estudios de domino enlazados a
G5/44: BUl2 (Celltech, Slough, RU); BLCAM, HD239 (Santa
Cruz Biotech, san Cruz, CA); RFB-4 (Ancell 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 (Celltech, Slough, RU).
Los anticuerpos adicionales usados en los estudios de
blogueo fueron SJ10 (Immunotech, Fullerton, CA) 1Y
M17.1.1, M19.,1.1, M38.1.1 (Celltech, Slough, RU). Las
lineas celulares para los estudios incluyen linea de
célula de linfoma Burkitt gue incluyen Ramos (CRL-1923)
y la linea de célula de linfoma no de Hodgkin (NHL) RL
(CRLL-2261) se obtienen todas de la American Type
Culture Collection. Las lineas de célula se determinan
para estar libres de micoplasma por el ensayo de
deteccidén de micoplasma de reaccidn de cadena de
polimerasa (ATCC, Manassas, VA). Las lineas celulares
se mantienen como cultivos de suspensidén en un medio
RPMI mas FBS al 10%, HEPES 10mM, piruvato de sodio 1
mM, glucosa al 0.2%, penicilina G sodio 100 U/ml, vy
sulfato de estreptomicina 100 pg/ml.

Se evalua si el G5/44 puede o no inhibir el enlace
de mAbs de murino de especificidad conocida al CD22 por
andlisis BIAcore usando Fc¢-CD22 inmovilizado a la
microplagqueta BIAcore CM5. Las unidades de resonancia
de plasmén de superficie (RU) obtenidas con y sin
saturacién previa del Fc-CD22 inmovilizado con G5/44 se
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compararn. Se realiza un analisis de interaccioén
biomolecular usando BIACORE 2000. Los anticuerpos se
pasan sobre una superficie de control en blanco (flujo
celular 1, sirve como un control, no se acopld
proteina) y la superficie de prueba de Fc-CD22 (flujo
celular 2) inmovilizado en una microplaqueta sensora
CM5, por medio de una quimica de acoplamiento de amina
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
GS/44 (100 pg/ml) antes de la introducciéon de mAbs
murino contra CD22 que se ha caracterizado previamente
para su enlace. Inmediatamente durante la medicidn de
la respuesta G5/44, 1los mAbs anti-CD22 de murino se
tratan por perfusidén individualmente sin remover el
G544. La segunda respuesta combinada generada debido al
enlace del mAb anti-CD22 murino al CD2Z22 recubierto con
G5/44, también se registra. Si el anticuerpo murino se
enlaza al CD22 en sitios no relacionados a aquellos
ocupados por G5/44, entonces las respuestas combinadas
seran aditivas. 81 el enlace de G5/44 a CD22 interfiere
con o0 evita el enlace del segundo anticuerpo, entonces
las respuestas combinadas no seran aditivas. Cada una
de las segundas mediciones combinadas se corrigen para
“fuera de relacidn” de la interaccidn G5/44:CD22.

El G5/44 Dbloguea el enlace de sbélo aquellos
anticuerpos que enlazan al epitopo A/dominio 1 tio Ig
de CD22 (SHCL1 Leu 14 y HD239), lo que indica que G5/44
también se enlaza en este dominio de CD22. los
anticuerpos gue 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 dominio 2 tipo Ig de CD22 (4KB128), no se
bloquean por G5/44. Estos resultados indican que el
sitio enlazado a G5/44 en CD22 se localiza en el primer
dominio tipo Ig debido a que previene el enlace de
aguellos mAbs anti CD22 gue reconocen el primer dominio
tipo TIg de CD22 (epitopo A). Otro anticuerpo anti CD22,
M6/13 (Celltech, Slough, RU), de una subespecie
desconocida también se bloguea por G5/44 (Celltech,
Slough, RU), de esta manera se mapea el sitio de enlace
de M6/13 para el epitopo A/dominio tipo Ig de CD22. el
anticuerpo M5/44, que tiene la misma especificidad como
Gb5/44, inhibe el enlace de G5/44, y sirve como un
control positivo. El anticuerpo BUl2 anti CDl19 sirve
como un control negativo en estas evaluaciones. LoOS

resultados se resumen en la Tabla 7.
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TABLA 7: ENLACE DB M/AB ANTI-CD22 DE MURINO CON

ESPECIFICIDADES DEFINIDAS PARA FC-CD22 PREVIAMENTE TRATADO

CON G544. RESPUESTA DE ENLACE EXPRESADA COMO UNIDADES DE
RESONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE (RU).
Anticuerpo| Dominio |Respuesta|Respuesta| Respuesta |Respuesta| Enlace |Inhibicidn
Ig de 1 con |1 después 3 3 del 2do | por Gb44
Epitopo G544 del 2do | (Respuesta| ajustada | mAb sin (%)
de CD22 mAb anti- 2-1) para G544
CDh22 relacién | ajustade
“APAGADA”| para
de G544 | respaldo
Anti CD22, A 654.3 579.8 -74.5 9 29.3 69
SHCL-1 1,2
Leu 14
| anti CD22 A 710.5 628.7 -81.8 1.7 19.3 91
HD239 1
Anti CD22 ? 710.0 652.7 -57.3 26.2 152.4 83
M 6/13 ?
anti CD22 B 703.5 1108.5 405 488.,5 534 9
REB-4 3
Anti CD22 ? 691.0 1343.5 652.5 736.0 738.8 0
4KB128 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
M 5/44 positivo
Anti CD19 | Control 686.2 602.7 -83.5 0 0 0
BU12 negativo

Al usar mAbs de murino de especificidad conocida para
dominios individuales para CD22, la capacidad de G5/44 para

bloquear el enlace de estos anticuerpos a células B se

investiga. Adicionalmente, la capacidad de los mAbs para
blogquear el enlace de G5/44 a células B se investiga
también. En estos estudios, se exponen primero 1 x 10°
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células Ramos al anticuerpo anti~CD22 murino (10 pg/ml de
G5/44 humanizado o anti-CD22 monoclonal de ratén) durante 1
hora a 4°C antes de la exposicién de las células al G5/44
(10pg/ml) . Las células se incuban durante 1 hora adicional
a 4°C. Después de los tratamiento del anticuerpo, las
células B se peletizan y se lavan con PBS-BSA al 1% y se
agrega el anticuerpo secundario apropiado (ya sea anti-
humano de cabra-FIT (cadena pesada y ligera) o anti-ratdn
de cabra-FITC (cadena pesada y ligera)) a 1001 de una
dilucién 1:100 en PBS-BSA al 1% durante 30 minutos a 4°C.
Las células se peletizan nuevamente, se lavan, y se vuelven
a suspender en PBS-BSA al 1% y se agregan a un tubo que
contiene 250 pl de PBS-formaldehido al 1%. Se mide 1la
intensidad de fluorescencia asociada con las células por
citometria de flujo wusando el citémetro de flujo BD
FACSort.

Los resultados muestran que la exposicidn previa de
G5/44 a células CD22+B resulta en la inhibicién importante
del posterior enlace de mAbs anti-CD22 M5/44 y Mé&/13. En
contraste, el enlace de mAbs RFB4 anti-CD22, Tol5, HD239, vy
4KB a c¢élulas B no se inhibe por G5/44. La carencia de
inhibicién importante de HD239 enlazado a las células B por
G5/44 como se detecta por citometria de flujo fue
inesperada, especialmente desde que el analisis BIAcore
indica que G5/44 puoede bloquear el enlace de HD239 a CD22.
La carencia de inhilicién fuerte de HD239 enlazado por
G5/44 puede explicarse =on base en las diferencias en sus
afinidades relativas para CD22. Cuando los mBbs anti-CD22
de murino anteriores se examinan para su capacidad para
inhibir el enlace de G5/44 a células B CD22+, SHCL1 Yy

M6/13, pero no los otros mAbs anti-CD22, se inhibe el
99
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enlace de G5/44. los epitopos de enlace de HD239 y SHCL1 se
han mapeado para el primer dominio tipo Ig de CD22. Sin
embargo, los epitopos reconocidos por Mé6/13 o M5/44 no se
han mapeado. Los estudios de bklogqueo detallado arriba
indican que los anticuerpos anteriores reconocen epitopos
localizados en el primer dominic tipo Ig de CD22,
colectivamente conocido como epitopo A.

Se incubaron veinte mil células Ramos con varias dosis
de CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan®) durante 96 horas.
Después de 96 horas, se mide la viabilidad celular por
exclusidn de yoduro de propidio analizado por citometria de
flujo. La viabilidad media de 3 hasta 6 pozos se calcula y
la inhibicién de respuesta a dosis de viabilidad celular se
calcula para los diversos tratamientos. La inhibicidén de
respuesta de respaldo de viabilidad celular se calcula
desde una concentracidén cero de CMC-544. La regresidn
logistica se wusa para probar si  CMC~544 causa una
inhibicién dependiente de la dosis estadisticamente
importante del crecimiento de células Ramos sobre el rango
de dosis de 0.01 hasta 3 ng de caligueamicina DMH/ml. La
regresién logistica también se usd para determinar si la

interaccién de CMC-544 con  rituximab (Rituxan®) fue

estadisticamente importante. También se computarizaron
concentraciones inhibidoras medianas (ICsg) \% la

efectividad de cada tratamiento con relacidn al tratamiento
solo con CMC-544 se registrdé. E1 andlisis estadistico se

condujo usando el procedimiento PROBIT en la versidn SAS

8.2.
Los resultados del estudio muestran que CMC-544 causa
una inhibicidén dependiente de la dosis del crecimiento de

ceélulas Ramos sobre el rango de dosis de 0.01 hasta 3 ng de
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DMH caliqueamicina/ml,., La concentracién inhibidora media
(ICsp) de solo CMC-544 fue 0.029 ng/ml. Las concentraciones
de 2, 20, y 200 pug/ml de rituximab (Rituxan®) se agregaron
a células tratadas con CMC-544 para determinar su la
interaccidén del rituximab (Rituxan®) con la actividad
citotdxica de CMC-544 es estadisticamente importante. EL
rituximab (Rituxan®), agregado a 20 y 200 pg/ml sin CMC-
544, no tiene un efecto importante en el crecimiento
celular por si mismo (111.7% y 94.0% de crecimiento del
vehiculo, respectivamente). En combinacidén con CMC-544, las
tres concentraciones de (Rituxan®) producen cambios
estadisticamente importantes (p <0.05) a la izguierda en la
pendiente e intercepcidén de la curva de respuesta a la
dosis de CMC-544. La combinacién con 2 y 200 ug/ml de
rituximab produce los cambios més grandes en las curvas de
respuesta a la dosis. Estas 2 curvas no son
estadisticamente diferente una de 1la otra, pero son
significativamente diferentes (p<0.05) de la combinacidn de
dosis de 20pg/ml. Un segundo estudio (resultados no
reportados) confirma los resultados observados en el primer
estudio. Las concentraciones inhibidoras medias para las
combinaciones de 2, 20, y 200 pg/ml de rituximab (Rituxan®)
mas CMC-544 son 0.0072, 0.081, ¥ 0.0072 ng/ml,
respectivamente. Las concentraciones inhibidoras medias de
CMC-544 més rituximab (Rituxan®) son aproximadamente cuatro

veces mas potentes que la ICsp solo de CMC-544.
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II ACTIVIDAD ANTI-TUMOR IN VIVO, XENOINJERTOS SUBCUTANEOS Y
LINFOMAS DE CELULA B SISTEMATICAMENTE DISEMINADOS EN
RATONES SCID

Ratonas atimicas desnudas, hembras, 18-22 g, se les da
una ilrradiacién corporal total (400 rads). La irradiacidn
suprime ademds el sistema inmune de los ratones para
aumentar la toma de tumor. Tres dias después de la
irradiacién, los ratones se inyectan subcutaneamente con
células 107 RL en Matrigel (Collaborative Biomedical
Products, Belford, MA, diluidos 1:1 en un medio RPMI) en el
dorso, flanco derecho. Cuando los tumores alcanzan el
tamafio apropiado, (0.3g, tipicamente 21 dias después), el
CMC-544, rituximab (Rituxan®) o terapia CHOP (ver abajo) se
administran en solucién salina estéril, 0.2 ml/ratén ip. E1
dia inicial de la administracidén de farmaco se considera el
dia 1. se dan dos dosis adicionales los dias 5 y 9
(tratamiento = @4Dx3). La terapia CHOP consiste de
ciclofosfamida (C), (Cytoxan®, Bristol-Meyers Squibb Co.,
Princeton, NJ) 40 mg/kg ip; doxorubicina HCl (H), (Sigma-
Aldrich, Co., St. Louls, MO) 3.3 mg/kg ip; vincristina (0),
(GensiaSicor Pharmaceuticals, Irvine, CA) 0.5 mg/kg ip; vy
prednisona (P), (Roxane Labs., Columbia, OH) 0.2 mg/kg po.
El CHO se administra de conformidad con el mismo horario de
dosificacién como tanto para CMC-544 y rituximab (Rituxan®)
(g4Dx3) mientras que la prednisona se administra oralmente
cada otro dia por 5 dosis (g2Dx5). Los tumores se miden al
menos una vez a la semana y se calcula como masa de tumor
(g) = 0.5 (ancho de tumor/2) (longitud de tumor). Los SEM
medios del grupo se calculan y comparan para el grupo
tratado con el vehiculo para un significado estadistico

usando multiples pruebas T. Los grupos medios se registran
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hasta 50 dias o hasta ya sea que el ratdn muera (cuando se
rompe el grupo medio) o el tumor crece muy grande (<3.5qg) vy
al ratdén se le hace la eutanasia. Después de este tiempo,
la masa de tumor se reporta sélo para cada ratdn individual
en todos los grupos de tratamiento. E1l numero de ratones
libres de tumor al final de cada estudio para cada grupo de
tratamiento, también se registra.

Para determinar el efecto de CMC-544 solo o en
combinaciédn con otros agentes biocactivos en los linfomas
diseminados, se usa el modelo de ratdn SCID. Se inyectan
ratones SCID (CB17 SCID), machos, 20-25g, con células 106
Ramos a través de la vena de la cola (0.2 ml). Ya sea 3 6 9
dias después de la inyeccidén celular, los ratones se les
administra el vehiculo, conjugados (CMC~544 o CMC-676), o
rituximab (Rituxan®), ip, durante un total de 3 dosis. Para
el programa de tratamiento de dia 3, los ratones se
dosifican en los dias 3, 7, y 1l. Para el programa de
tratamiento de dia 9, los ratones se dosifican los dias 9,
13 y 17. En el programa de tratamiento de dia 9, las
compbinaciones de CMC-544 vy rituximab (Rituxan®) se dan
también como se describe abajo. Los ratones se monitorean
diariamente para la presencia de pardlisis de los miembros
anteriores en cuy¢ momento se sacrifican. Siete de 10
ratones por grupo de tratamiento se usan, El1 tiempo de
supervivencia promedio del grupc (£SD), tiempos de
supervivencia medic, minimo y maximo, todos se calculan. La
diferencia en la distribucién de supervivencia entre los
grupos se determina al usar una prueba de rango Log no
paramétrica con importancia reportada en el nivel 0.05. las
curvas de supervivencia se construyen usando el método
Kaplan-Meier.
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El estudio inicial examina el efecto de dos diferentes
programas de dosificacién en tiempos de supervivencia de
los ratones SCID con el linfoma diseminado. El1 primer
estudio se aprecia a una dosificacién de farmaco inicial 3
dias después de que las células de tumor se inyectaron
intravenosamente (modelo de desarrollo), mientras que el
segundo estudio retarda la dosificacién del farmaco hasta 9

dias después de la inyeccidén de células de tumor (modelo de

establecimiento). En cada estudio, el CMC-544 (160 pg/kg),

CMA-676 (160 pg/kg), o rituximab (Rituxan®) (20 mg/kg) se
administran en 3 dosis ip, con 4 dias de separacidn
(04Dx3). En el modelo de desarrollo, los ratones tratados
con vehiculo tienen un tiempo de supervivencia promedio de
27 dias (Figura 23, Tabla 8). El1 CMA-676, el control
agrupado 1isotipo para CMC-544, no incrementa el tiempo de
supervivencia de manera importante (p>0.05). E1 CMC-544
incrementa de manera importante el tiempo de supervivencia
hasta 41 dias mientras que el rituximab tiene un efecto
previamente encontrado, que incrementa el tiempo de
supervivencia hasta > 125 dias (significativamente mayor
gque CMC-544, p<0.05). la dosificacidén se retarda hasta que
las células de tumor tiene la oportunidad de circular
(guiadas) vy depositarse en los tejidos objetivo (modelo de
establecimiento) cambiando los resultados para CMC-544 vy
rituximab (Rituxan®). El1 CMA-676 nuevamente no tiene un
efecto importante en los tiempos de supervivencia (Figura
24, Tabla 8). El rituximab (Rituxan®) incrementa el tiempo
de supervivencia promedio hasta 62.6 dias, 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®) en el modelo
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establecido.
TABLA 8: MEDICIONES DESCRIPTIVAS DE TIEMPOS DE
SUPERVIVENCIA
Estudio Compuesto | Tiempo de | Tiempo de| Desviacién| Tienpo de | Tiempo de| Namero
super-— super— estandar super- super— de
vivencia { vivencia vivencia | vivencia | animales
promedio medio minimo maximo
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
desarrollo Rituximab| 128.4 >130.0 4.7 119.0 >130.0 7
Vehiculo 27.2 28.0 1.4 25.0 28.0 8
CMA-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
establecimiento|Rituximab 62.6 37.0 46.2 31.0 >130.0 7
L Vehiculo 30.5 29.0 3.6 27.0 36.0 8

Se conduce un estudio preliminar para determinar

s1 el rituximab (Rituxan®) tiene cualquier efecto, ya
sea positivo o) negativo, en la respuesta de
supervivencia de CMC-544. E1 CMC-544 (160 ug/kg) se
administra con y sin rituximab (Rituxan®) (20 mg/kg,

que etiqueta la combinacidén de farmaco de dosis alta

(HD)). Ademds. 8Se co-administran dosis inferiores de
CMC-544 (80 pg/kg) con dosis inferiores de rituximab
(Rituxan®) (10 mg/kg). Los compuestos no se dan

separadamente a las respectivas dosis de 80 ug/kg o 10

mg/kg debido al numero limitado de ratones en el

estudio. Esta combinacidén, CMC-544 (80 con

ng/kg)

rituximab (Rituxan®) (10 mg/kg), se etiquetd la

combinacién de dosis del medio (MD) y se corrid para

determinar la posibilidad de combinaciones de dosis

inferior de farmacos en la supervivencia del ratdn
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SCID. E1 CMC-544 (160 pg/kg) vy rituximab (Rituxan®) (20

mg/kg), administrados solos, se realiza como se reporta

en el modelo establecido de arriba. Cada tiempos de

supervivencia promedio se prolongdé hasta 58.5 y 50.5

dias, respectivamente (Figura 25, Tabla 9) . En

combinacidén, el tiempo de supervivencia promedio fue

ligeramente (aunque no fue estadisticamente importante,

p>0.05) mejorado hasta 64.4 dias para la combinacion de

alta dosis. La combinacién de dosis media de 80 pg/kg

CMC-544 y 10 mg/kg de rituximab (Rituxan®) mejora de
manera importante (p<0.05 contra el tratado con
vehiculo) el tiempo de supervivencia hasta un promedio
de 92.4 dias. Estos resultados sugieren que

combinaciones de dosis inferior de CMC-544 y rituximab

(Rituxan®) se garantiza.

TABLA 9 MEDICIONES DESCRIPTIVAS DE TIEMPOS DE

SUPERVIVENCIA PARA ESTUDIO DE COMBINACION INICIAL

magmpuesto Tiempo de | Tiempo de | Desviacién| Tiempo de | Tiempo de | Numero de
super- super- estandar super- super-— animales
vivencia vivencia vivencia | vivencia
promedio medio minimo maximo
oMo + | 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
QMC-544 58.5 34.5 35.8 27.0 >100.0 10|
Rituximab 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 pg/kg
CMC HD = Dosis alta de CMC544, 160 pg/kg
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inicialmente causa una inhibicidén importante del
crecimiento de linfoma RL B (Figura 29). Sin embargo, 3
semanas mas tarde, los tumores vuelven a crecer con
relaciones similares de crecimiento como el grupo tratado
con el vehiculo. En contraste, el efecto anti-tumor de CMC-
544 se completd y permanecid a través del periode
experimental. Estos resultados sugieren gue CMC-544, a una
dosis significativamente inferior que la dosis no letal
maxima en ratones desnudos, fue mas eficaz que la terapia
de combinacidén CHOP.

Fstos estudios muestran que rituximab (Rituxan®),
agregado a CMC-544 causa un incremento importante en la
actividad citotdxica de CMC-544 observada con células de
linfoma B Ramos. Una interaccién sinérgica en células Ramos
de rituximab (Rituxan®) y glucocorticoides también se
reporta recientemente. Adicionalmente, la inhibicidn de
crecimiento sinérgico en 4 de 8 lineas de célula adicional
se observdé con rituximab (Rituxan®) cuando se dan en
combinacidn con dexametasona 10 pm.

El rituximab (Rituxan®) por si mismo, 0.4 hasta 10
ng/ml, se reporta que causa una inhibicidn aunque pequena
(18% maximo), importante, del crecimientc de células Ramos.
Adicionalmente, se activa en 6 de 8 lineas de célula de
linfoma no de Hodgkin de célula B cuando se incuban a 10

ug/ml (48 horas de incubacidén). Ghetie et al, muestra que

el rituximab (Rituxan®), 10 ug/ml, causa un incremento del
6.2% en la apoptosis (contra el 3.5% en células tratadas
con vehiculo) después de 24 horas de incubacidn con células
Ramos. En estudios actuales, el rituximab (Rituxan®), a

dosis de 20 y 200 ug/ml no tiene efecto en el crecimiento
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probadas (ver arriba). S5i el CMC-544, co-administrado con
rituximab (Rituxan®), resulta en vya sea el aumento o
inhibicién de la actividad anti-tumor, también se evalua
usando el modelo de xenoinjerto de linfoma RL B subcuténeo
en ratones desnudos Balb/c. En el modelo de linfoma B
subcutdneo, los tumores estan en la etapa hasta una masa de
tumor promedio de 300 mg después de lo cual 1los dos
terapéuticos bajo estudio se administran IP. E1 CMC-544 se
usa a 20 u 80 pg/kg Q4Dx3 con o sin rituximab (Rituxan®)
(20 mg/kg Q4Dx3). La co~administracién de rituximab
(Rituxan®) ni aumenta ni inhibe de manera importante
(p>0.05) la eficacia terapéutica de CMC-544 (Figura 28). El
rituximab {(Rituxan®), administrado solo, inhibe el
crecimiento del linfoma RL B (57% de inhibicidén del
crecimiento del tumor el dia 20, p<0.05 contra tratado con
vehiculo) en este estudio, similar a lo observado con 1la
dosis inferior de CMC-544,.

La combinacidén CHOP del régimen quimioterapéutico
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona)
es la modalidad de tratamiento mads cominmente usada para
pacientes con linfoma no de Hodgkin. El efecto anti-tumor
de CHOP se compara con el de CMC-544 en xenoinjertos de
linfoma RL B establecidos. Los componentes individuales del
régimen CHOP se wusan en sus respectivas dosis maxima
tolerada evaluadas en ratones desnudoes (datos no
reportados) y son como sigue: Ciclofosfamida (C) 40 mg/kg
IP, doxorubicina (H) 3.3 mg/kg IP, wvincristina (0) 0.5
mg/kg IP, vy prednisona (P) 0.2 mg/kg PO. Los CHO se

administraron Q4Dx3 y P se administré PO, Q2Dx5. E1 CMC-544
se administré IP, Q4Dx3 a una dosis de 160 pug/kg

equivalentes de caliqueamicina. El tratamiento  CHOP
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inicialmente causa una inhibicidén importante del
crecimiento de linfoma RL B (Figura 29). Sin embargo, 3
semanas mas tarde, los tumores vuelven a crecer con
relaciones similares de crecimiento como el grupo tratado
con el vehiculo. En contraste, el efecto anti-tumor de CMC-
544 se completd vy permanecidé a través del pericdo
experimental. Estos resultados sugieren gue CMC-544, a una
dosis significativamente inferior que la dosis no letal
méaxima en ratones desnudos, fue mds eficaz que la terapia
de combinacidédn CHOP.

Fstos estudios muestran que rituximab (Rituxan®),
agregado a CMC-544 causa un incremento importante en la
actividad citotédéxica de CMC-544 observada con células de
linfoma B Ramos. Una interaccién sinérgica en células Ramos
de rituximab (Rituxan®) vy glucocorticoides también se
reporta recientemente. Adicionalmente, la inhibicidn de
crecimiento sinérgico en 4 de 8 lineas de célula adicional
se observdé con rituximab (Rituxan®) cuando se dan en
compinacidén con dexametasona 10 um.

El rituximab (Rituxan®) por si mismo, 0.4 hasta 10
ng/ml, se reporta que causa una inhibicidén aunque pequena
(18% maximo), importante, del crecimiento de células Ramos.
Adicionalmente, se activa en 6 de 8 lineas de célula de
linfoma no de Hodgkin de célula B cuando se incuban a 10

ug/ml (48 horas de incubacidén). Ghetie et al, muestra que

el rituximab (Rituxan®), 10 ug/ml, causa un incremento del
6.2% en la apoptosis (contra el 3.5% en células tratadas
con vehiculo) después de 24 horas de incubacidn con células

Ramos. En estudios actuales, el rituximab (Rituxan®), a

dosis de 20 y 200 wg/ml no tiene efecto en el crecimiento
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de células Ramos cuando se administra solo. En ratones,
donde no hay evidencia de ninguna interaccidén entre CMC-544
y rituximab (Rituxan®) en ya sea el modelo diseminado o el
modelo de xenoinjerto subcutdneo. Las combinaciones de
farmaco probado no interfieren con cada uno de los otros
efectos no los aumenta. Si se reduce las dosis de cada
farmaco en el modelo diseminado, cambiard esta observacidn
necesaria para determinarse.

El modelo de linfoma de c¢élula B diseminado c¢on
células Ramos se ha descrito por Flavell et al. Los tiempos
de supervivencia medios para ratones tratados con el
vehiculo se reportan para ser 34-36 dias. Los ratones
desarrollan paralisis de los miembros traseros y avanzan
hasta estar moribundos, muriendo pronto. Los analisis
histolégicos de los orgdnicos revela que los &rganos més
comunmente involucrados fueron la gléndula adrenal, bazo y
espacio subaracnoide. El espacio sub-aracnoide se infiltra
frecuentemente extendiéndose en el cerebro. El rituximab
(Rituxan®) se desemperia bien cuando se administra en la
fase temprana del proceso de la enfermedad para los ratones
SCID diseminados (Figura 23), pero fue menos impresionante
cuando se administra al dia 9 en la fase establecida del
modelo (Figura 24). El rituximab (Rituxan®), siendo del
isotipo IgGl, trabaja méds posiblemente a través de los
mecanismos efectores hospedadores del ratén. Estos
mecanismos incluyen la citotoxicidad mediada por el
complemento y/o la citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo a través de la renovacioén de células
eliminadoras naturales que estdn presentes en los ratones
SCID. Las células de tumor Ramos inyectadas probablemente

son mas susceptibles previamente en los mecanismos inmunes
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hospedadoras que se activan pro rituximab (Rituxan®), antes
de que las células tengan la oportunidad de infiltrarse en
los 6rganos afectados. El anticuerpo G5/44 no conjugado (la
molécula objetiveo en CMC-544) no se ha probado aun en el
modelo de tumor diseminado en ratones SCID, pero no tiene
efecto cuando se administra en xenoinjertos subcutaneos. EIL
G5/44, siendo del isotipo IgG4, no se esperard dque active
los mecanismos efectores hospedadores y, por lo tanto, no
producirdn actividad anti-tumor.

El G5/44 conjugado en caligueamicina (CMC-544) que se
porta de la forma opuesta al rituximab (Rituxan®), produce
mejores resultados cuando se administra en la fase
establecida de la enfermedad. La razédn por la que el CMC-
544 se desempefla mejor en la fase establecida no es clara,
pero la fase establecida mas cercanamente representa la
situacidén clinica. E1 CMA-676, el conjugado de control no
enlazado, agrupado isotipo, no tiene ningun efecto
importante en los tiempos de supervivencia promedio. Los
resultados en el modelo SCID diseminadp sugieren claramente
que las dosis de CMC-544 necesitan reducirse ©para

determinar la dosis eficaz maxima (MED). La dosis de 160
ng/kg fue menos activa gque la dosis inferior de 80 y 40
n/kg. No es claro porqué pasa esto, pero la dosis de 160

wg/kg puede estar bastante arriba de MED. Se planean
estudios adicionales para atender esta cuestiédn.

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 PO) en un
modelc de xenoinjertos subcutédneos con una linea de célula
de linfoma de célula grande difuso, DLCL. Las dosis usadas

para la terapia CHOP se determinan para ser la dosis maxima
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tolerada.

La

terapia,

diariamente durante 5 dias,

un T/C de

25.8%.

No se

CHO dada

se colocd

una

vVeZ

“factiva”,

registraron curas de

Ip y P,

resultado en el modelo descrito por Mohammad et al.,

ser

similar a

{administrada 1IP,

presente.

duracién,

TABLA 10:

aquellos

04Dx3)

salvo CMC-544.

observados

MEDICIONES DESCRIPTIVAS DE

con la

terapia

TIEMPO DE

SUPERVIVENCIA PARA ESTUDIOS DE COMBINACION

tumor.

dada

produciendo

El

parece

CHOP

en el modelo RL descrito en la

En ningtin estudio CHOP produce curas de larga

Tratamiento | Tiempo de | Tiempo de | Desviacidn| Tiempo de | Tiempo de | Nimero de
super- super- estandar super- super- animales
vivencia | vivencia vivencia | vivencia
promedio medio minimo MAX1imo
CMC-544 40 118.90 125.00 19.29 64.00 125.00 10
ua/kg
CMC 1D + 125.00 125.00 0.00 125.00 125,00 10
Ritux ID
MC-544 80 118,22 125.00 17.86 71.00 125.00 9
Hg/kg
CMC MD + 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
Kg/kg
CMC HD + 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
g/ 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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I

CMC LD CMC-544 dosis baja, 40 png/kg

Il

CMC MD = CMC-544 dosis media, 80 pg/kg

CMC HD

i

CMC-544 dosis alta, 160 upg/kg

Ritux LD Rituximab dosis baja, 5 mg/kg

Ritux MD

il

Rituximab dosis media, 10 mg/kg

Ritux HD

Rituximab dosis alta, 20 mg/kg
EJEMPLO 9
FORMULACIONES ESTABLES DE CMC-544

Las formulaciones estables de CMC-544 para
administraciodn in vivo se preparan al agregar
diluyentes, excipientes, portadores y estabilizantes.
Después de la cromatografia HIC, las fracciones
cromatogrdficas se evaluan por SEC-CLAR y analisis de
luz UV de 1longitud de onda. Se seleccionan las
fracciones apropiadas para agruparse en Dbase del
analisis anterior, gque proporciona informacidén en el
contenido agregado, concentracidén de proteina, y carga
de caligqueamicina. Los excipientes, estabilizadores,
agentes de volumen y agentes amortiguantes se agregan
para estabilizar la solucidén. Ya gque CMC-544 puede
experimentar una degradacidén pro medio de un nuUmero de
trayectorias de degradacién, inestabilidades fisicas
necesarias para considerarse en el desarrollo de las
formulaciones. Una de las consideraciones principales
en el desarrollo de 1las formulaciones es que la
relacién de hidrélisis de caliqueamicina del anticuerpo
debera minimizarse mientras que la integridad fisica vy
quimica del anticuerpo anti-CD22 deberd mantenerse.
Ademas, la precipitacidén del conjugado caligueamicina-
anticuerpo, que puede presentarse bajo ciertas

condiciones de pH Y concentracién, necesitan
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minimizarse.

En el desarrollo de la formulacidén de un conjugado
derivado de caliqueamicina monomérico-anticuerpo, el pH
de la formulacidén es critico, como esto minimiza la
degradacién e 1inestabilidad fisica. E1l pH de 8.0 se
selecciona para minimizar la hidrdélisis de
caligueamicina y mantener la solubilidad adecuada del
conjugado. Los datos adicionales, obtenidos usando SDS-
PAGE y ELISA de enlace al antigeno, indican que la
integridad estructural importante y especificidad del
anticuerpo se mantienen a un pH de 8.0. En
consecuencia, la trometamina se elige como un agente de
amortiguamientc para mantener un pH de 8.0. Un
amortiguador alternativo podréd incluir fosfato de sodio
o potasio dibasice. El rango de concentracidén de
amortiguador puede ser de 5 hasta 50 mM. Un rango
preferido de pH de 7.5 hasta 8.5 se sugiere para una
estabilidad/solubilidad éptima. La especificacidn de pH
actual para el producto terminado es 7.0-9.0,

No obstante que la estabilidad de las soluciones
de conjugado amortiguadas es adecuada para el corto
plazo, la estabilidad prolongada es pobre. La
liofilizacidn se usa para mejorar la vida de anaquel de
los conjugados. Los problemas asocilados con la
liofilizacidén de 1la solucidén de proteina estéan bien
documentados, y la pérdida de estructura secundaria,
terciaria y cuaternaria puede presentarse durante los
procesos de congelado y secado. Se incluye la sacarosa
en la formulacidédn para actuar como un estabilizador
amorfo del conjugado y mantiene la integridad

estructural del anticuerpo durante el congelado vy
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secado. Las concentraciones de 1.5-5.0% p/v de sacarosa
se usan. Ademas, un agente de volumen polimérico, tal
como dextrano 40 o almidén de hidroxietilo, puede
incorporarse para mejorar la apariencia y la rigidez
fisica de las tortas liofilizadas a una concentracidn
de 0.5-1.5% en peso. Estos materiales forman tortas
liofilizadas a concentraciones relativamente bajas vy
puede usarse para minimizar el contenido de sélidos
general de la férmula liofilizada, lo gue permite de
esta manera un secado por congelacidén més rapido. Los
estudios de formulacidén usan una concentracidén de
Dextrano 40 de 0.9% en peso.

El polisorbato 80 se incluye en la formacidn para
aumentar la solubilidad del conjugado. Una
concentracién preferida de 0.01% se usa con un rango
potencial de 0.005%-0.05%. También se agrega Tween a la
formacidén a una concentracién de 0.91-0.05% en volumen.

Un electrolito también puede estar presente en la
formula y puede ‘usarse para mejorar la eficacia del
proceso de purificacién final. E1 cloruro de sodio se
usa tipicamente a wuna concentracién de 0.01M hasta
0.1M. Los electrolitos adicionales tales como sulfato
de sodio también pueden usarse como un reemplazo para
el cloruro de sodio, ya que puede liofilizarse mas
fédcilmente. De manera Optima, la solucidén 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 M, 0.01% de polisorbato (en peso) y
trometamina 20 mM.

Una férmula representativa para la solucidén antes

de la liofilizacidén se presenta abajo: CMC-544 0.5
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mg/mL, sacarosa 1.5% en peso, Dextrano 40 0.8% en peso,
cloruro de sodio 0.0M, Tween 0.01-0.05% en volumen,
polisorbato 80 0.01% en peso, trometamina 0.02M, pH

8.0, y agua. La solucién se dispensa en viales ambar a

una temperatura de +5°C hasta 10°C, (de manera optima a
+5°C); la solucidén se congela a la temperatura de
congelacién de -35°C hasta -50°C, (de manera O6ptima a -
45°C); 1la solucidn congelada se someta una etapa de

secado por congelado inicial a una presidn de secado
primaria de 20 hasta 80 micrones, (de manera optima a
60 micrones); el producto secado por congelado se
mantiene a una temperatura de anaguel a -10°C hasta -
40°C, (de manera optima a =-30°C), durante 24 hasta 72
horas, (de manera 6ptima por 60 horas); y finalmente el
producto secado por congelado se someta a una etapa de
secado secundaria a una presién de secado de 20-80
micrones, (de manera Optima a 60 micrones) a una
temperatura de anaquel de +10°C hasta +35°C, (de manera
6bptima +25°C), durante 15 hasta 30 horas (de manera
6ptima durante 24 horas). Se usa la prueba de elevacidn
de presién para determinar el final del secado
primario. En la conclusidén del ciclo de liofilizaciodn,
los viales se rellenan nuevamente con nitrdégeno y se
tapan.

La Tabla 11 establece las diferencias en la
formulacién usada para CMC-544 y la formulacidon usada
para CMC-676. Las diferencias importantes entre la
formulacién CMA-676 y la formulacién usada para CMC-544
incluye la concentracidén de proteina reducida en la
formulacién nueva (0.5 mg/mL), el uso de trometamina

como el amortiguante y la presencia de Tween 80 al
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0.01%. Esto resulta en el CMC-reconstituide en la
formulaciodn nueva siendo claro, contrario a la
turbiedad vista en la formulacidén de CMA-676

reconstituido

TABLA 11:

(ver Tablas 12 y 13).

COMPARACION DE LA FORMULACION CMA-676 Y

FORMULACION CMC-544 PARA CMC-544

Formulacién CMA-676

Formulacidén CMC-544

Concentracién  de la 1.0 mg/mL 0.5 mg/mL
proteina
Formulacién 1.5% sacarosa, 0.9% Sacarcsa 1.5%, dextrano
Dextrano 40, cloruro de 49 0.9%, Tween 80
sodio 100 mM, solucidn 0.01%, polisorbato 80
amortiguadora de .01%, cloruro de sodio
fosfato 5 mM 50mM, trometamina 20
mM,
TABLA 12: ESTABILIDAD Y OBSERVACIONES FISICO-QUIMICAS DE

LAS FORMULACIONES CMA-676 Y CMC-544 PARA CMC-544 A 5°C.

Formulacion CMA-676

Formulacidén CMC-544

Tiempo Inicial 2 semanas Inicial 2 semanas

Observacidén fisica Ligeramente | Ligeramente Claro Claro
turbio turbio

pH 7.5 7.5 7.8 7.8
Proteina total (mg/mL) 1.07 1.07 0.52 0.52
Caliqueamicina total 67 67 57 57
(pg/ml de proteina)
Caliqueamicina no 1.21 2.82 0.97 1.13
conjugada (ug/mg de
proteina)
% de agregados 3.03 2,81 1.59 1.70
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TABLA 13:ESTABILIDAD Y OBSERVACIONES FISICO-QUIMICAS DE LA

FORMULACION CMA-676 Y CMC-544 LIOFILIZADA Y ALMACENADA A °C

Formulacidn CMA-676 Formulacién CMC-544

Tiempo Inicial 4 semanas Inicial 4 semanas
Observacién fisica de|Ligeramente| Ligeramente Claro Claro
conjugados turbio turbio
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
(ug/ml de proteina)
Caliqueamicina no 1.13 1.03 1.03 0.94
conjugada (pg/mg de
proteina)
% de agregados 2.63 2.96 1.49 2.09

Todas las referencias y patentes citadas arriba se
incorporan en la presente para referencia. Se incluyen
numerosas modificaciones vy variaciones de la presente
invencién en la especificacién arriba identificada y se
espera que sean obvias por alguien de experiencia en el
arte. Tales modificaciones y alteraciones al proceso de
conjugacidén, los conjugados hechos por el proceso, y las
composiciones/formulaciones que comprenden los conjugados
se considera gque se abarcan dentro del alcance de las
reivindicaciones.
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