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Comprobante de pago de la faga de presentacidn de la solicitud,
Documento que acradita la existencia y representacion legal cuando el solicifante sea persona juridica,
Docurento de Representacion Legal.

Documento de cesidn dal inventor al soficitante o a su causante,
Declaraciones

Copia de la solicitud infernacional. {(Resumen, descrincidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la salicitud intermacional al castellano. (Résumen, descripoion, reivindicaciones)

Copia del examen preliminar intemacionsl efectuada por la Autoridad intemnacional de Examen
Preliminar (IPEA),

Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por fa IPEA.
De ser el caso, capia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite 13 licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionalas
de las comunidades indigenas, -
Arte Final 12X12,

De ser el caso, informacion sobre ofras solicitudes de patenie o titulos abtenidas en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmenta con la invancion de esta solicitud.

De ser &l ¢caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional,

rOS: ; . i i i :
Otros Reporte de Blsguada Intemacicnal con su tradudoion; Publicaeién con su traduecion; Opinion Egcrita y Respussta 2 12
Qpinitn Eserita con su § radacciones, Solicitud de Examen Prefiminar intemacional: Dibujos y Listado de Secusncias,
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Atticulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del solicitante o agente | PARA FUTURAS  ver Notificacion o Transmision del Reporte de Biisqueda Internacional

AM100788 ACCIONES {Forma PCT/ISA/220) asi como, donde aplique, ¢l item 5 a continuacion.

Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional (dia/mes/afio) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mes/afio)
PCT/US03/13910 02 Mayo 2003 (02.05.2003) 02 Mayo 2002 (02.05.2002)

Solicitante

WYETH HOLDINGS CORPORATION

Este Reporte de Bisqueda Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Busqueda Intemacional y es transmitido al solicitante
Segiin ¢l Articulo 18. Una copia serd transmitida a la Oficina Inlcrnacional.

Este Reporte de Bisqueda Internaciona) consta de un total de 3 hojas.
También esth acompafiado de una copia de cada documento técnico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Respecto al lenguaje, 12 busqueda internacional se llevé a cabo segiin la solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presentd,
amenos que se indique de otro modo en este item.

la bisqueda internacional se levd a cabo segin la traduccion de la solicitud internacional proporcionada a esta
Autoridad (Regla 23.1(b)).

b. Respecto a una secucncia de acido nucledtido y/o amine revelado en la solicitud internacional, la blisqueda internacional
se llevd a cabo segun la lista de la secuencia:
M contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

preseniada junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.

s ha proporcionado la afirmacion de que el listado de secuencias escrito proporcionado subsiguientemente no va mas allé de la
revelacion en Ja solicitud internacional segiin se presento.

se ha praporcionado la afirmacion de que la informacion registrada en forma legible por computador es idéntica al listado de la
secuencia escrita,

Ciertas reivindicaciones no pudieron localizarse (Ver Recuadro I).

00 O DdoddX

Falta unidad de invenciéon (ver Recuadro I1).

4. Respecto al titulo,
El texto es aprobado segin lo presenta el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido que el texto se lea asi:
CONJUGADOS PORTADORES DE DERTVADOS DE CALIQUEAMICINA

5. Respecto al resumen,
’x‘ El texto es aprobado scgin lo presenta el solicitante.
D Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con Ja Norma 38.2(b), segiin uparece en el Recuadro 1. El solicitante puede, un
mes después de la fecha de haber enviado por cotreo este reporte de biisqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6. La figura de Jos dibujos que se publicard con ef resumen es Ia Figura No.
D como lo sugirio el solicitante. & Ninguna de las figuras.

[:l porque ¢l solicitante no sugirio una figura.

porque esta figura caracteriza mejor a la invencion-

Forma PCT/ISA/210 (hofa primera) (Julio 1998)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/US03/13910

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC(7) : A61K 39/395; CO7K 16/00; C12N 15/63

US CL

530/333,391.7, 391.1, 388.85, 387.3; 424/130.1, 133.1, 156.1, 178.1

Segun la Clasificacién de Patentes Internacional (CIB) o segin la clasificacion nacional y la CIB

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacion)

USCL

530/333,391.7, 391.1, 388.85, 387.3; 424/130.1, 133.1, 156.1, 178.1

 — I e z .
Documentacién buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos s¢ incluyan en los campos buscados

-

Base de datos electronica consultada duranic la bisqueda internacional (nombre de )a base de datos y, donde sea practico, buscar términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ° Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes Relevante a la reivindicacion No.

Y US 5,712,374 A (KUNTSMANN ET AL) 27 Enero 1998 (27/01/98), ver | 1-5, 10-32, 37-44, 48-53,
documento completo, especialmente columna 1-2, 6, Ejemplos. 58-98, 106-206

Y US 6,183,744 B1 (GOLDENBERG) 06 Febrero 2001 (06/02/01), ver 1-5, 10-32, 37-44, 48-53,
documento completo, especialmente columna 1, columna 3, columna 4. 58-98, 106-206

Y WO 91/09967 Al (CELLTECH LIMITED) 11 Julio 1991 (11/07/91), 50-53 -
ver documento completo, especialmente resumen, pagina 6-10.

Y YELTON ct al. Afinidad de maduracion del anticuerpo anti-carcinoma 10, 37, 106

BR96 por mutagenesis basada en codones. The Jounal of Immunology.
1995, Vol. 155, paginas 1994-2004, especialmente paginas 1999-2003.

I:] En ¢ recuadro C se enumeran mas docurmentos.

D Fn el anexo se enurneran miembros de la familia de patentes.

° Categorias cspeciales de documentos citados:

'A' documento que define el estado general de la técnica ¢l cual no se
considera de relevancia

‘' documenlo antetior pero publicado cn o después de la fecha de
presentacién internacional

'L documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacion de otra

citacion u otra razon especial (seglin se especifica)

' documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicion u
otros medios

'P' documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional

'T' documento posterior publicado después de 1a fecha de presentacion
internacional o fecha de prioridad y que no csta en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
la invencion

X' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

Y' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
dogumento s¢ combina con uno o méds documentos, siendo dicha
combinacion obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de 1a misma familia de patentes

pero despuds de la fecha de prioridad reivindicada

Fecha de Ia terminacidn real de la busqueda internacional

02 Octubre 2003 (02.10.2003)

Fecha de envio por correo del reporte de blisqueda internacional

10 DIC 2003

Nombre y direccion de correo de ISA/US
Buzdn PCT, Ate: 1ISA/US
Comisionado para Patentes
P.O. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450

| Facsimile No. (703) 872-0306

Funcionario Autorizado
Larry R. Helms

Teléfono No. (703) 308-0196

Forma PCT/ISA/210 (hoja segunda) (Julio 1998)
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PATENT COOPERATION TREATY v

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

.\l;?I:LLIAM H. CALNAN P CT

WYETH
PATENT LAW DEPARTMENT NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
FIVE GIRALDA FARMS THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
MADISON, NJ 07940 OR THE DECLARATION
(PCT Rule 44.1)

Date of Mailing - .

(day/month/year) 1 0 D £C 200:
Applicant’s or agent’s file reference ;
AM100788 FOR FURTHER ACTION  See paragraphs 1 and 4 below
International application No. International filing date
PCT/US03/13910 (day/month/year)

02 May 2003 (02.05.2003)

Applicant

WYETH HOLDINGS CORPORATION

1. @ The applicant is hereby notified that the international search report has been established and is transmitted herewith.

Filiug of anendments and statement under Artice 19:
The applicant is entitled, if he so wishes, to amend the claims of the international application (sec Rule 46):

When? ‘The time limit for filing such amendments is normally two months from the date of transmittal of the
international search report.

Where? Directly to the International Bureau of WIPQ, 34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland, Facsimile No.: (41-22) 740.14.35

For more detailed instructions, see the notes on the accompanying sheet,

2. E’ The applicant is hereby notified that no international search report will be established and that the declaration under
Article 17(2)(a) to that effect is transmitted herewith.

3. D With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that:
D the protest together with the decision thereon has been transmitted to the Intemnational Bureau together with the
applicant’s request to forward the texts of both the protest and the decision thereon to the designated Offices.
no decision has been made yet on the protest; the applicant will be notified as soon as a decision is made.

4, Reminders

Shortly after 18 montbs from the priority date, the international application will be published by the International Bureau, If the
applicant wishes to avoid or postpone publication, a notice of withdrawal of the international application, or of the priority claim, must
reach the Interpational Bureau as provided in Rules 90 bis.1 and 90 bis.3, respectively, before the completion of the technical
. preparations for intermational publication.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of some designated Offices, a demand for international preliminary
examination must be filed if the applicant wishes 10 postpone the entry into the national phase until 30 months from the priority date
(in some Offices even later); otherwise the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed acts for
entry into the national phase before those designated Offices.

In respect of other designated Offices, the time limit of 30 months (or fater) will apply even if no demand is filed within 19 months.

See the Annex to Form PCT/IB/301 and, for details about the applicable time limits, Office by Office, ses the PCT Applicant’s Guide,
Volume 11, National Chapters and the WIPQO Internet site.

Name and mailing address of the ISA/US Y officer -
Mail Stop PCT. Atn; 15A/US AJ.

Commissioner for Patents rry R. Helms
P.0. Box 1450
Alexandria, Virginia 22313-1450 Telephone No, (703) 308-0196

Facsimile No, (703)305-3230
Form PCT/ISA/220 (April 2002) " (See notes on accompanying sheet)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER see Notification of Transmittal of Intemational Search Report

AMI100788 ACTION (Form PCT/ISA/220) as well as, where applicable, item 5
below.

International application No. Intermational filing date (day/month/year) | (Earliest) Priority Date (day/month/year)

PCT/US03/13910 02 May 2003 (02.05.2003) 02 May 2002 (02.05.2002)

Applicant

WYETH HOLDINGS CORPORATION

——

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the
applicant according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of l sheets.
It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the Report
a.  With regard to the language, the international search was carried out on the basis of the international application in the

language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item.
the international search was carried out on the basis of a translation of the international application furnished to this

Authority (Rule 23.1(b)).
b. With regard to any nucleotide and/or amine acid sequence disclosed in the international application, the international
search was carried out on the basis of the sequence listing:

contained in the international application in written form.

filed together with the internatiopal application in computer readable form,
furnished subsequently to this Authority in written form.

furnished subsequently to this Authority in computer readable form.

the staternent that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
international application as filed has been furnished.

the staternent that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has
been furmished.

Certain claims were found wmsearchable (See Box I).

Unity of invention is lacking (See Box II).

4. Withregard to the title,

the text is approved as submitted by the applicant.

D the text has been established by this Authority to read as follows:

W

L O DX

5. Withregard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant.

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box Ill. The applicant
may, within onie month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this
Authority.

6.  The figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. ___
as suggested by the applicant. & None of the figures
because the applicant failed to suggest a figure.
D because this figure better characterizes the invention.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 1998)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/US03/13910
A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(7) : A61K 39/395; CO7K 16/00; C12N 15/63
USCL + 530/333, 391.7, 391.1, 388.85, 387.3; 424/130.1, 133.1, 156.1, 178.1

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
U.S. : 530/333, 391.7, 391.1, 388.85, 387.3; 424/130.1, 133.1, 156.1, 178.1

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents ate included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)
Please See Continuation Sheet

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y US 5,712,374 A (KUNTSMANN ET AL) 27 January 1998 (27/01/98), see entire 1-5, 10-32, 37-44, 48-
document, especially column 1-2, §, Examples. 53, 58-98, 106-206

Y US 6,183,744 Bl (GOLDENBERG) 06 February 2001 (06/02/01), see entire document, 1-5, 10-32, 37-44, 48-
especially column {, column 3, column 4. 53, 58-98, 106-206

Y WO 91/09967 A1 (CELLTECH LIMITED) 11 July 1991 (11/07/91), see entire 50-53
document, especially abstract, page 6-10.

Y YELTON et al. Affinity maturation of the BR96 anti-carcinoma antibody by codon-based 10, 37, 106

mutagenesis: The Journal of Immunology. 1995, Vol. 155, pages 1994-2004, especially
pages 1999-2003.

D Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent family annex.

- Special categories of cited doc ! “T" later document publithed after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to und d the
“A"  document defining the general state of the art which is nat considered to be principle or theory underlying the inveation
of particular rejevance
«X* document of particular relevance; the claimed invention cannot be
«g*  earlier application or patent published o or after the international filing date cansidered novel or cannot be considered to involve an inventive step
when the document is taken alone
“L"  document which may throw doubts en priority claim(s) or which is cited to
establish the publication date of another citation or other special reason (as “y- document of particular relevance; the claimed invention cannot be
specified) considered (0 involve an inventive step when the document is
cambined with one or more ather such d . such bination
*0"  document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other means being obvious to a person skilled in the ant
“p~  document published prior to the intemational filing date but later than the & document member of the same patent family
priority date claimed
Date of the actal completion of the international search Date of mailing of the international search report

02 October 2003 (02.10.2003) 1 0 D ECJUUB

Narne and mailing address of the ISA/US Authprized officer
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US ‘ [ ), %,7
Commissioner for Patents L . Helms

P.0. Box 1450
Anemﬁﬁa, Virginia 22313-1450 Telephone No. (703) 308-0196

Facsimile No. (703)305-3230

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1998)
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PCT/US03/13910
INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Continuation of B. FIELDS SEARCHED Item 3:

CAPLUS, MEDLINE, BIOSIS, WEST, PIR, SWISPROT, GENESEQ

Search terms: inventor name, conjugate, antibody, purification, monomeric, cytotoxic, CD22, anti-CD22, CD20, humanized, SEQ
1D NO1-6, 13, 15, 16, 19, 27, 28, 30, calicheamicin, lymphoma

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1998)
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE

PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de Propiedad Intelectual
Bureau Internacional

(43) Fecha de Publicacion

(10) Ntimero de Publicacién Internacional

13 de Noviembre de 2003 (13.11.2003) PCT WO 2003/092623 A3

(51) Clasificacién Internacional de Patentes’:  A61K 39/395,
CO7K 16/00, C12N 15/63

(21) Niamero de Solicitud Internacional: PCT/US2003/013910
(22) Fecha de Registro Internacional: 2 Mayo 2003 (02.05.2003)
(25) Idioma de registro: Inglés
(26) Idioma de Publicacion: Inglés

(30) Informacion de Prioridad:
60/377,440 2 Mayo 2002 (02.05.2002) uUs

(71) Solicitante: (para todos los Estados designados excepto Estados
Unidos de América), WYETH HOLDINGS CORPORATION
[US/US); Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(72) Inventores; y
(75) Inventores/Solicitudes (tinicamente para Estados Unidos

Avenue, Woodbridge, NJ 07095 (US) RUPPEN, Mark, Edward
[US/US]; 6 Lea Court Garnerville, NY 10923 (US). DAMLE, Nitin,
Krishnaji [US/US]; 53 Stevenson Lane, Upper Saddle River, NJ
07458 (US). POPPLEWELL, Andrew, George [GB/GB]; 77
Grosvenor Road, Staines, Middlesex TW 18 2RN (GB).

(74) Agente: CALNAN, William, H. Et al.; Wyeth, Patent Law

Department, Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(81) Estados Designados (pacionales): AE, AG, AL, AM, AT, AU,

AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU,
CZ, DE, DK, DM, Dz, EC, CE, ES, FI, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, HU, ID, IL,IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, 1LC,
LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PH, Pl, PT, RO, RU, SC, 5D,
SE, 8G, $K, SL, TJ, T™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,
UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados Designados (regionales): Patente ARIPO (GH, GM,

KE, LS, MW, MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG, ZM, ZW),
Patente de Eurasia (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TI, T™M),
Patentc Europea (AT, BE, BG, CH,CY,CZ, DE, DK, EE, ES, Fl,
FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, SE, §I, SK,
TR), Patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, Cl, CM, GA, GN, GQ,
GW, ML, MR, NE, 8N, TD, TG).

Publicado:

de América): KUNZ, Arthur [US/US]; 11 Jennifer Drive, — con reporte de bisqueda internacional

New City, NY 10956 (US). MORAN, Justin, Keith
[US/USY; 682 Sierra Vista Lane, Valley Cottage, NY 10989
(US). RUBINO, Joscph, Thomas [US/US]; 4 Sunrise Way,
Towaco, NJ 07082 (US). JAIN, Neera [CA/US]; 6 Capral
Lane, New City, NY 10956 (US). VIDUNAS, Eugene, Joseph
[US/US]; 30 Witte Drive, Middletown, NY 10940 (US). SIMP-
SON, John, McLean [US/US]; 417 Maple Avenue, Upper
Nyack, NY 10960 (US). ROBBINS, Paul, David [US/US]; 403
Aster Street, Upper Nyack, NY 10960 (US). MERCHANT,
Nishith [US/US]; 115 E. Harriet Avenug, Palisades Park, NJ
07650 (US). DIJOSEPH, John, Francis [US/US]; 571 Linden

(88) Datos de la publicacién del reporte de la biisqueda internacional:

18 Marzo 2004

Para los codigos de dos letras y otras abreviaturas, refiérase a "Las Notas
Guias sobre Codigos y Abreviamras” que aparecen al comienzo de cada
emision regular de la Gaceta PCT.

(54) Titulo: "CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE
CALIQUEAMICINA"

(57) Extracto: Se describen método para preparar conjugados de farmaco citotdxico monomérico/portador con una
carga de farmaco importantemente mayor que la de los procedimientos previamente reportados y que reduce la
agregacién y la fraccién de conjugado inferior (LCF). Los conjugados de derivado de farmaco citotdxico/anticuerpo,
composiciones que comprenden los conjugados y usos de los conjugados también se describen. Los conjugados de
derivado de caliqueamicina monoméricos/anticuerpo anti-CD22, composiciones que comprenden los conjugados y

usos de los conjugados también se describen.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Inicllectual Property
Organization
International Bureau

(43) International Publication Date

O O AR

{10) International Publication Number

13 November 2003 (13.11.2003) PCT WO 2003/092623 A3
(51) International Patent Classification”  A61K 39/395, Lea Court, Garnerville, NY 10923 (US). DAMLE, Nitin,
CO7K 16/00, C12N 15/63 Krishnaji [US/US]; 53 Stevenson Lane, Upper Saddle
River, N1 07458 (US). POPPLEWELL, Andrew, George
(21) International Application Number: [GB/GBY]; 77 Grosvenor Road, Staines, Middlesex TW18
PCT/US2003/013910 2RN (GB).
(22) International Filing Date: 2 May 2003 (02.05.2003) (74) Agents: CALNAN, William, H. et al.; Wyeth, Patent Law
Department, Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940 (US).
(25) Filing Language: English _

(81) Designated States (national): AE, AG, AL, AM, AT, AU,
6) Publication Language: Enelish AZ,BA, BB, BG,BR,BY, BZ,CA, CH,CN, CO, CR, CU,
(26) Publication Language: 8 CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, Fl, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, HU, ID, IL,, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC,
(30) Priority Data: LK, LR, LS, LT, LU, L, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
60/377.440 2 May 2002 (02.05.2002) US MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SC, 8D,
SE, SG, SK, SL., 1], T™M, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,

(71) Applicant (for all designated Siates except US): WYETH UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

HOLDINGS CORPORATION [US/US]; Five Giralda
Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(84)

Designated States (regional): ARIPO patent (GH, GM,
KE, LS, MW, MZ, SD, SL, §Z, TZ, UG, ZM, ZW),

(72) Inventors; and _ Eurasian patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
(75) Inventors/Applicants (for US only): KUNZ, Arthur European patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, EE,

{US/US]; 11 Jennifer Drive, New City, NY 10956 (US).
MORAN, Justin, Keith [US/US]; 682 Sierra Vista Lane,
valley Cottage, NY 10989 (US). RUBINO, Joseph,
Thomas [US/US]; 4 Sunrise Way, Towaco, NI 07082
(US). JAIN, Neera [CA/US); 6 Capral Lane, New City,
NY 10956 (US). VIDUNAS, Eugene, Joseph [US/US|;
30 Witte Drive, Middletown, NY 10940 (US). SIMP-
SON, John, McLean [US/US]; 417 Maple Avenue,
Upper Nyack, NY 10960 (US). ROBBINS, Paul, David
[US/US]; 403 Aster Sireet, Upper Nyack, NY 10960
(US). MERCHANT, Nishith [US/US}; 115 E. Harriet
Avenue, Palisades Park, NJ 07650 (US). DLJOSEPH,
John, Francis [US/US]; 571 Linden Avenue, Woodbridge,
NJ 07095 (US). RUPPEN, Mark, Edward [US/US]; 6

ES, FI, FR, GB, GR, HU, [E, IT, LU, MC, NL, PT, RO,
SE, 81, SK, TR), OAPI patent {BF, B, CF, CG, CI, CM,
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

(88)

with international search report

Date of publication of the international search report:
18 March 2004

For wo-letter codes and other abbreviations, refer to the "Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations" appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazetle.

(54) Title: CALICHEAMICIN DERIVATIVE-CARRIER CONJUGATES

(57) Abstract: Methods for preparing monomeric cyioloxic drug/carrier conjugates with 2 drug loading significantly higher than
in previously reported procedures and with decreased aggregation and low conjugate fraction (LCF) are described. Cytotoxic drug
derivative/antibody conjugates, compositions comprising the conjugates and uses of the conjugates-are also described. Monomeric
calicheamicin derivative/anti-CD22 antibody conjugales, compositions comprising the conjugates and uses of the conjugates are also
described.
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PATENT COOPERATIONTREATY

From the

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

To:

WILLIAM H. CALNAN

WYETH

PATENT LAW DEPARTMENT
FIVE GIRALDA FARMS
MADISON, NEW JERSEY 07940

PCT

NOTIFICATION OF RECEIPT

OF DEMAND BY COMPETENT INTERNATIONAL

H

pos—

P}EELIM]NARY EXAMINING AUTHORITY

i (BCT Rules 59.3(e)and 61.1(b), first sentence
gnd ?\dministrative Instructions, Section 601(a))

ig

Date o?'dﬁh

(day/mont

sy 26 MAR 2004

Applicant’s or agent’s file reference

IMPORTANTNOTIFICATION

AM100788
International application No. International filing date (day/month/yvear) Priority date (day/month/vear)
PCT/US03/13910 02 May 2003 02 May 2002

| Applicant
WYETH HOLDINGS CORPORATION

1. The applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority considers the following date as the date
of receipt of the demand for international preliminary examination of the international application:

12 NOV 2003

2. That date of receipt is:

Applicant’s Guide, Volume 1.

the actual date of receipt of the demand by this Authority (Rule 61.1(b)),
D the actua) date of receipt of the demand on behalf of this Authority (Rule 59.3(e)).

D the date on which this Authority has, in response to the invitation to correct defects in the demand (Form
PCT/IPEA/404), received the required corrections.

3. ATTENTION: That date of reccipt is AFTER the expiration of 19 months from the priority date. Consequently, the
election(s) made in the demand does (do) not have the effect of postponing the entry into the national phase until 30 months
from the priority date (or later in some Offices) (Article 39(1)). Therefore, the acts for entry into the national phase must
be performed within 20 months from the priority date (or later in some Offices) (Article 22). For details, see the PCT

D (If applicable) This notification confirms the information given by telephone, facsimile transmission or in person on:

4. Only where paragraph 3 applies, a copy of this notification has been sent to the International Bureau.

Name and mailing address of the IPEA/

Mail Stop PCT, Commissioner for Patents
P.Q. Box 1450, Alexandria, VA 22313-1450

Facsimile No. 703-305-3230

Telephone

Theodosia Simpkins

Authorized officer el :

No. 703-303-3676

Form PCT/IPEA/402 (July 1998)
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The demand must be filed directly with the competent International Preliminary Examining Authority or, if two or move Authorities ave competent,

with the one chosen by the applicany. The full name or two-letter code of that Authority may be indicated by the applicant on the line below:

IPEA/US
PCT

CHAPTER 11

DEMAND

under Article 31 of the Patent Cooperation Treaty:
The undersigned requests that the international application specified below be the subject of
international preliminary examination according to the Patent Coop eration {Treaty and
hereby elects all eligible States (except where otherwise indicated).
b
For International Preliminary Examining Authority use only = :

Identification of [IPEA

i

l

l
Date of receipt of DEMAND |

Applicant’s or agent’s file reference

IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION
AM100788

Box No. 1

(Earliest) Pf;rioriry date (day/month/year)
02 MAY 2002 (02/05/2002)

International filing date (day/month/year)
02 MAY 2003 (02/05/2003)

International application No.

PCT/US03/13910

Title of invention

CALICHEAMICIN DERIVATIVE-CARRIER CONJUGATES |

Box No.Il APPLICANT(S) .

e H ily name fver name; for a i i ignation. Telephone No.
Name and address 70;3% m{c:ilqmw;dbypgml mmﬁﬂ;ﬂfgfm )ﬁdlqﬂz‘aaldmgnan (97P3 ) 66%—7676
Wyeth Holdings Corporation Facsimile No.
a corporation of the State of Maine 973) 660-7973
Five Giralda Farms TeleprinterNo.

Madison, New Jersey 07940-0874

Applicant!gregistration No. with the Office

United States of America Customer No. 25291

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
United States of America United States of America

Name and address: Family name followed by given name; for a legal entity, fill official designation. The address st include pastal code and name of country.)

KUNZ, Arthur

11 Jennifer Drive

New City, New York 10956
United States of America

State (that is, counry) of residence:
United States of America

State (that is, country) of nationality:
United States of America

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The address must include postal code and name of country,)

MORAN, Justin Keith

682 Sierra Vista Lane

Valley Cottage, New York 10989
United States of America

State (that is, country) of nationality:
United States of America

State (that is, country) of residence:
United States of America

E’] Further applicants are indicated on a continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (first sheet) (March 2001; reprint July 2002)

See Notes to the demand form
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2 Intemational application No.

SheetNo. .. PCT/US03/13910

Continuation of Box No. IT APPLICANT(S)
I none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the demand,

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation Theaddrmnummclxdepwtaloodemqu'mny)

RUBINO, Joseph Thomas

4 Sunrise Way

Towaco, New Jersey 07082
United States of America

State (that is, courdry) of nationality: State (that is, country) of residence:
United States of America United States of America

Name and address: (Family name jollowed by given name; for a legal ennity, fill official designation. The address must inchide pdstal code and name of country,)

JAIN, Neera
6 Capral Lane
New City, New York 10956

United States of America

State (that is, cauntry) of nationality: State (that is, courtry) of residence:
Canada United States of America

Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, fidl official designation. The address must include postal code and name of country,)

VIDUNAS, Eugene Joseph
30 Witte Drive

Middletown, New York 10940
United States of America

State (tha is, courry) of nationality: State (that is, country) of residence:
United States of America United States of America

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The address must inchule postal code and name of country.)

SIMPSON, John McLean
417 Maple Avenue
Upper Nyack, New York 10960

United States of America

State (tha is, courzry) of nationality: State (thar is, country) of residence:
United States of America United States of America

Further applicants are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (continuation sheet) (March 2001; reprint July 2002) See Notes to the demand form



Sheet No. 3.

International application No.

PCT/US03/13910

Continuation of Box No. II APPLICANT(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the demand.

ROBBINS, Paul David

403 Amster Street

Upper Nyack, New York 10960
United States of America

Name and address: (Family name followed by given nome; for a legal entiy, full official designation. The address must include postal code and name of country.)

|
A
1
|

State (tha is, courtry) of nationality:
United States of America

State (tha is, courtry) of residence:
United States of America

MERCHANT, Nishith
115 E. Harriet Avenue

United States of America

Palisades Park, New Jersey 07650

Name and address: (Family name _followed by given name; for a legal entity, fil official designation. The address must inchude postal code and name of country,)

|
i
i

I
I

|

State (that is, camny) of nationality:
United States of America

State (tha is, country) of residence:
United States of America

DIJOSEPH, John Francis

571 Linden Avenue
Woodbridge, New Jersey 07095
United States of America

Name and address: (Family name followed by given name; Jor a legal entity, full official designation. The address must include postal code and name of country,)

State (tha is, courtry) of nationality:
United States of America

State (that is, courtry) of residence:
United States of America

RUPPEN, Mark Edward

6 Lea Court

Garnerville, New York 10923
United States of America

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designarion. The address must inchude postal code and name of cownry,)

State (tha is, country) of nationalify:
United States of America

State (tha is, country) of residence:
United States of America

Further applicants are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (continuation sheet) (March 2001; reprint January 2003)

See Notes 1o the demand form
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4 International application No.

Sheet No. 4. PCT/US03/13910

Continuation of Box No. II APPLICANT(S)

I none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the demand.

Name and address: (Family name jollowed by given name; for a legal entity, fill official designation. The address mast inchude postal code and name of country)

DAMLE, Nitin Krishnaii f
53 Stevenson Lane i
Upper Saddle River, New Jersey 07458 i
United States of America I

}
|
|

State (that is, courtry) of nationality: State (that is, country) of residence:
United States of America United States of America

Name and address: (Family name followed by given reene; for a legal entity, fill official designation. The address must include pasial code and name of country,)

POPPLEWELL, Andrew George ¥ »

77 Grosvenor Road '
Staines, Middlesex TW18 2 RN |

Great Britain

|

State (that is, caunty) of nationality: State (that is, courtry) of residcnce:;.'
Great Britain United States of America

Name and address: (Fanily name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The address must mclude pastal code and name of country,)

State (tha is, country) of nationality: State (tha is, country) of residence:

Name and address: (Family name followed by given name; jor a legal entity, fill official designation. The address must inchade postal code and name of country,)

State (that is, courtry) of nationality: State (tha is, country) of residence:

[:I Further applicants are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (continuation sheet) (March 2001; reprint January 2003) See Notes to the demand form
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5 International application No.

Sheet No. . D, PCT/US03/13910

Box No.III AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The following person is E agent D cOmmon representative
and @ has been appointed earlier and represents the applicant(s) also for international preliminary examination.
E] is hereby appointed and any earlier appointment of (an) agent(s)/common representative is hereby revoked.

E] is hereby appointed, specifically for the procedure before the International Preliminary Examining Authority, in addition to
the agent(s)/common representative appointed earlier.

Name and address: (FamZy name followed by given name; for a legal entity, full official designation. | Telephone No.

The address must include postal code and name of country.) (973) 660-7681
BARNHARD, Elizabeth M.; GORDON, Alan M.; MATTHEWS, Gale F.; Facsimile No.
WEBSTER, Darryl L
Wyeth (973) 660-7973
Patent Law Department Teleprinter No.

Five Giralda Farms
i ey 0794 i
M:i(tj;sdog'ta’\tlee;v o‘::rfn eyrica 0 Agent’sregistration No. withthe Office

31088; 30637; 32269; 34276

D Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been ‘appointed and the
space above 15 used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent.

Box No.IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendments:*
1. The applicant wishes the international preliminary examination to start on the basis of:
IZ] the international application as originally filed
the description Ex] as originally filed
as amended under Article 34

the claims [Z] as originally filed “
D as amended under Anticle 19 (together with any accompanying statement)
D as amended under Article 34

the drawings IZ‘ as originally filed
[:l as amended under Article 34

2, D The applicant wishes any amendment to the claims under Article 19 to be considered as reversed.

3. E] The applicant wishes the start of the international preliminary examination to be postponed until the expiration of 20 months
from the priority date unless the International Preliminary Examining Authority receives a copy of any amendments made
under Article 19 or a notice from the applicant that he does not wish to make such amendments (Rule 69.1(d)). (This check-
box may be marked only where the time limit under Article 19 has not yet expired.)

*  Where no check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the international application
as originally filed or, where a copy of amendments to the claims under Article 19 and/or amendments of the international application
under Article 34 are received by the International Preliminary Examining Authority before it has begun to draw up a written opinion
or the international preliminary examination report, as so amended.

Language for the purposes of international preliminary examination: ENGLISH

Iz_l which is the language in which the international application was filed.

!:I which is the language of a translation furnished for the purposes of international search.

E] which is the language of publication of the international application.

E] which is the language of the translation (to be) furnished for the purposes of international preliminary examination.

Box No.V ELECTION OF STATES

The applicant hereby elects all eligible States (that is, all States which have been designated and which are bound by Chapter I of
the PCT)

excluding the following States which the applicant wishes not to elect:

Form PCT/IPEA/40] (second sheet) (March 2001; reprint July 2002) See Notes to the demand form
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Sheet No. 6 International application No.
eet No. .0.
PCT/US03/13910
Box No. VI CHECK LIST
The demand is accompanied by the following elements, in the language referred to in For Intemnational Preliminary
Box No. IV, for the purposes of international preliminary examination: Examining Authority use only
received not received
1. translation of international application : sheets m D
i
2. amendments under Article 34 : sheets D D
|
3. copy (or, where required, translation) of } {
amendments under Article 19 : sheets U__! 1
4, copy (or, where required, translation) of _ |
statement under Article 19 : sheets Uj D :
5. letter : sheets D D
6. other (specifi) : sheets [D D
The demand is also accompanied by the itern(s) marked below:

1. m fee calculation sheet S. D statement explaining lack of signature
2.[] original separate power of attorney 6.[] sequence listing in computer readable form
3.[] original general power of attorney 7. other (specify): b

4.[] copy of general power of attomey;
reference number, if any:

Box No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

Next to eachsignaiue, indiaite then i thep signingandthe capacityin which tﬁepersansigns(:_‘fsuchcapacim‘.f notobviousfrom readingthe demand)
L
[
i
bt 77T M—
Elizabeth/M. Barnhard
Agent for Applicants

For Intemational Preliminary Examining Authority use anly

1. Date of actual receipt of DEMAND:

2. Adjusted date of receipt of demand due
to CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

3 [:] The date of receipt of the demand is AFTER the expiration of 19 months D The applicant has been
' from the priority date and item 4 or 5, below, does not apply. informed accordingly.

The date of receipt of the demand is WITHIN the period of 19 months from the priority date as extended by virtue of
4. ] Ratesos.

5 D Although the date of receipt of the demand is afier the expiration of 19 months from the priority date, the delay in arrival
) is EXCUSED pursuant to Rule 82,

For International Bureau use only

Demand received from IPEA on:

Form PCT/IPEA/401 (last sheet) (March 2001; reprint July 2002) See Notes to the demand form
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES

Procedente de la
AUTORIDAD EXAMINADORA PRELIMINAR INTERNACIONAL

PCT
ELIZABETH M. BARNHARD

WYETH

PATENT LAW DEPARTMENT
FIVE GIRALDA FARMS
MADISON, NJ 07940

OPINION ESCRITA
(Regla 66 del PCT)

Fecha de envio

(dia/mes/ ario): 17 JUN 2004

Referencia de archivo del solicitante o apoderado: VENCIMIENTO DE dentrode 1 meses/dias a
CONTESTACION partir de la fecha de envio

AM100788 anterior.

No. de solicitud internacional: Fecha de presentacion Fecha de prioridad (dia/mes/ ario):
internacional (dia/mes/ano):

PCT/US03/13910 02 Mayo 2003 (02.05.2003) 02 Mayo 2002 (02.05.2002)

Clasificacion de Patente Internacional (IPC) o clasificacién nacional e IPC:

IPC(7): A61K 39/395; CO7K 16/00; C12N 15/63 y US CL.: 530/333, 391.7, 391.1, 388.85,
387.3; 424/130.1, 133.1, 156.1, 178.1

Solicitante:

WYETH HOLDINGS CORPORATION

1. Esta opinion escrita es la __Primera _ (primera, etc.) redactada por esta Autoridad Examinadora
Preliminar Internacional.

2. Este reporte contiene indicaciones y paginas correspondientes que se relacionan con los siguientes
items:

I |Z| Base de la opinién
m  [] Prioridad

No se establece opinién con respecto a novedad, paso o etapa inventiva y aplicabilidad

m []
industrial
v D Carencia de unidad de la invencion
v & Declaracién justificada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a novedad, etapa o paso
inventivo o aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que apoyan tal declaracién.
VI [] Ciertos documentos citados
VII D Ciertos defectos en la solicitud internacional
VIl D Ciertas observaciones en la solicitud internacional

3. Mediante la presente el solicitante esta invitado a responder a esta opinién

&Cudndo? Véase el limite de tiempo indicado anteriormente. El-selicante—puede,—antes—de—la

¢Cémo? Al presentar una respuesta por escrito, acomparada, en donde sea apropiado, por
enmiendas, de acuerdo a la Regla 66.3. Para la forma y la lengua de las enmiendas, véanse
Reglas 66.8y 66.9.

También Para una oportunidad adicional para presentar estas enmiendas, véase la Regla 66.4.
Para la obligacion del examinador a considerar las enmiendas y/o argumentos, véase la
Regla 66.4bis.
Para una comunicacién informal con el examinador, véase la Regla 66.6.

Si no se presenta respuesta, el reporte de examen preliminar internacional sera establecido en base a

esta opinion.

4. La fecha final en la cual el reporte de examen preliminar internacional debe ser establecido de acuerdo
a la Regla 69.2 es: 02 Septiembre 2004 (02.09.2004).

Nombre y direccion de correspondencia de la IPEA/US
Buzon PCT, Atc: IPEA/US
Comisionado para Patentes
P.O. Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450 Teléfono No. (571) 272-1600
Facsimile No. (703) 872-9306

Funcionario Autorizado

Larry R. Helms

Forma PCT/IPEA/408 (hoja portada)(Julio 1998)



No. de solicitud internacional

OPINION ESCRITA PCT/US03/13910

I. Base de la opinion

1. Con respecto a los elementos de la solicitud internacional:*
[X] La solicitud internacional como se presento originalmente

X] La descripcion:

Paginas _1-78 , como originalmente se presentaron

Paginas NINGUNA |, presentadas con la demanda

Paginas NINGUNA , presentada con la carta de
< Las reivindicaciones:

Paginas 79-117 , como originalmente se presentaron

Paginas NINGUNA , segun se enmendaron (junto con cualquier declaracion) de conformidad con

el Articulo 19

paginas NINGUNA | presentadas con la demanda

paginas NINGUNA | presentadas con la carta de
[X] Los dibujos:

Paginas _1-35 , como originalmente se presentaron
Paginas NINGUNA |, presentados con la demanda
Paginas NINGUNA , presentados con la carta de

g La secuencia que enumera parte de la descripcion:
Paginas 1-32 , como originalmente se presentaron

Paginas NINGUNA , presentadas con la demanda
Paginas NINGUNA | presentadas con la carta de
2. Con respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron d1spombles o
proporcionados por esta Autoridad en el lenguaje en que se presentd la publicacion internacional, a
menos que se indique lo contrario bajo este punto.
Estos elementos estuvieron disponibles o proporcionados por esta Autoridad en el siguiente lenguaje
que es:
El lenguaje de una traduccién proporcionada para los propésitos de bliisqueda internacional (bajo la
Regla 23.1(b)).
El lenguaje de una publicacion de la solicitud internacional (bajo la Regla 48.3(b)).
D El lenguaje de una traduccién proporcionada para los propdsitos de examen preliminar internacional
(bajo las Reglas 55.2 y/o 55.3),
3. Con respecto a cualquier secuencia nucleétida y/o de aminoidcido descrita en la solicitud internacional,
el examen preliminar internacional se llevd a cabo sobre la base de la lista de secuencias:
] Contenido en la solicitud internacional en forma escrita.
Presentado junto con la solicitud internacional en la forma legible por computadora.
Proporcionado subsecuentemente a esta Autoridad en forma escrita.
Proporcionado subsecuentemente a esta Autoridad en la forma legible por computadora.
Se ha proporcionado la declaracion de que la lista de secuencias escrita proporcionada
subsecuentemente no va mas alla de la descripcion en la solicitud internacional como se presento.
Se ha proporcionado la declaracién de que la informacién registrada en la forma legible por
computadora es idéntica a la lista de secuencias escrita,
4. |:| Las enmiendas han resultado en la cancelacion de:
E] la descripcion, paginas: NINGUNA
[ ] 1as reivindicaciones, Nos.: NINGUNA
[] los dibujos, hojas: NINGUNA
5. D Este reporte se ha establecido como si (algunas de) las enmiendas no se hubieran hecho, dado que
se han considerado que van mas alld de la descripcién como se presentd (Regla 70.2 (c});

I )¢

* Hojas de reemplazo que se han presentado a la Oficina de Recepcion en respuesta a una invitacion bajo el Articulo 14 se refieren
en esta opinion como “presentadas originalmente”.

Forma PCT/IPEA/408 (Casilla I) (Julio 1998)
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No. de solicitud internacional

OPINION ESCRITA PCT/US03/13910

V. Declaraciéon justificada bajo la Regla 66.2(a)(ii) con respecto a la Novedad, nivel inventivo
o aplicabilidad industrial; citas y Explicaciones que apoyan tal declaracidn.

1. AFIRMACION

Novedad (N) Reivindicaciones 1-206 SI
Reivindicaciones NINGUNA NO

Nivel Inventivo (IS) Reivindicaciones 6-9, 33-36, 45-47, 54-57, 59, 99-105 |
Reivindicaciones 1-5, 10-32, 37-44, 48-53, 58, 60-98, 106-206 NO

Aplicabilidad Industrial (IA) Reivindicaciones 1-206 SI
Reivindicaciones NINGUNA NO

2. CITAS Y EXPLICACIONES

Las reivindicaciones 1-5, 10-32, 37-44, 48-53, 58, 60-98, 106-206 carecen de paso inventivo bajo el Articulo
33(3) PCT siendo obvia por la Patente Kuntsmann et al (Patente US 5,712,374) segun Goldenburg (Patente
US 6,183,744) y WO 91/09967 y Yelton et al (The Journal of Inmnunology) 155: 1994-2004, 1995)

Las reivindicaciones se resumen como un método para producir un conjugado portador/farmaco
citéxico monomérico con una baja fraccion del conjugado (LCF) que comprenda la adiccién del farmaco; la
incubacién del farmaco en un buffer/tamponador a un pH 7-9; que la soluciéon tenga un acido carboxilico
C6-C8 de aproximadamente 35° grados y 15-24 horas; el conjugado tenga una carga de 4-10%; el LCF
menor al 10%; y que el portador sea un anticuerpo humanizado anti-CD22 y la purificaciéon sea un HIC;
ademas estd reivindicado el conjugado y el farmaco es caliqueamicina, métodos para  producir
composiciones liofilizadas, métodos de tratamiento de leucemia y el uso de la terapia CHOPP en combinacion
y que el anticuerpo sea humanizado y tenga sustituciones en posiciones especificas y esté madurado en
afinidad.

Kuntsmann et al muestra métodos para preparar conjugados portadores de caliqueamicina
monomeérica en donde el método comprenda la adicién de un farmaco citotéxico a un anticuerpo y la
incubacién del farmaco en un buffer/amortiguador a un pH7-9 y que la solucién tenga un acido carboxilico
C6-C8 de aproximadamente 35° grados y 15-24 horas; que el conjugado tenga una carga de 4-10% y un
LCF menor de 10% de anticuerpos humanizados. Kuntsmann et al no muestra al anticuerpo anti-CD22 o el
como tratar linfomas, leucemia o sustituciones de residuos especificos en el anticuerpo o maduracion de
afinidad. Estas deficiencias estan compensadas en las ensenanzas de Goldenburg, WO 91/09967 y Yelton et
al.

Goldenburg muestra un anticuerpo anti-CD22 para la terapia contra linfomas y leucemia y el
anticuerpo puede ser usado en combinacion con CHOPP.

WO 91/09967 ensefia métodos de humanizacion y sustituciones en residuos especificos para mejorar
el enlace de antigenos.

Yelton et al muestra maduracion de afinidad para mejorar la afinidad de anticuerpos.

Hubiera sido muy obvio producir un método para preparar conjugados de farmacos citotéxicos que
comprendan anticuerpo anti-CD22 que hayan aumentado el enlace y un farmaco de caliqueamicina y un
anticuerpo humanizado y la produccion del conjugado con un LCF por debajo del 10% y la carga de 4-10%
por peso teniendo en cuenta las referencias.

Seguin las referencias de Kuntsmann et al muestra que una de las disposiciones ordinarias en la
técnica hubiera estado motivada y hubiera tenido una expectativa razonable de éxito de producir el
conjugado monomeérico, ya que las condiciones de carga y conjugaciéon y cosolventes y aditivos estan
determinados sin una experimentacién no debida y hubiera sido obvio optimizar las condiciones para
obtener monomeros y solo conjugados porque este es el objetivo del paciente, obtener monomeros con una
alta carga de farmaco y con un rendimiento mayor a 90% y hubiera sido obvio obtener tres conjugados que
sean todos conjugados y sin ningin anticuerpo libre en la preparacién. Adicionalmente, hubiera sido obvio
humanizar y madurar la afinidad del anticuerpo porque estas técnicas se llevan a cabo en los anticuerpos
para la terapia y tal como lo mostré Goldenburg el anticuerpo anti-CD22 es usado para terapia humana y
hubiera sido obvio humanizarlo por las razones expuestas en WO 91/09967. Adicionalmente, hubiera sido
obvio combinar la terapia con CHOPP porque ésta también se llevo a cabo para el tratamiento del cancer tal
como lo ensenio Goldenburg.

Las reivindicaciones 6-9,.33-36, 45-47, 54-57, 59 y 99-105 cumplen el criterio especificado en el PCT
Articulo 33(2)-(3) porque la técnica anterior no muestra, ni sugiere la invencién reivindicada.

Las reivindicaciones 1-206 cumplen con el criterio especificado en el PCT, Articulo 33(4) y por lo tanto tiene
aplicabilidad industrial porque el objeto reivindicado puede hacerse o usarse en la industria.

Forma PCT/IPEA/408 (Casilla V) (julio de 1998)
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. Intematio.JpTcation No.

WRITTEN OPINION
PCT/US03/13910

L. Basis of the opinion

1. With regard to the elements of the international application:*

}I‘ the international application as originally filed

X1 the description:
pages 1-78 , as originally filed
‘ pages NONE , filed with the dernand
pages NONE , filed with the letter of

[X] the claims:
pages 79-117 as originally filed
pages NONE , as amended (together with any statement) under Article 19
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of

ﬁ the drawings:
pages 1-35 , as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE - , filed with the letter of

& the sequence listing part of the description:

pages 1-32 , as originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of

2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the
language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item.
These elements were available or firnished to this Authority in the following language which is:
[___l the langnage of a translation furmished for the purposes of international search (under Rule23.1(b)).
D the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)).
D the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination(under Rules
55.2 and/or 55.3).
3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the written
opinion was drawn on the basis of the sequence listing:
>I4 contained in the intemational application in printed form.
<] filed together with the international application in computer readable form,
furnished subsequently to this Authority in written form.
furnished subsequently to this Authority in computer readable form.
The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the
intemational application as filed has been furnished. _
The statement that ¢the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing
has been furnished.
The amendments have resulted in the cancellation of:

<

O O OO

D the description, pages NONE
D the claims, Nos. NONE
[ ] the drawings, sheetsfig NONE
5. D This opinion has been drawn as if (some of) the amendments had not been made, since they have been copsidered to go
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred 1o in
this opinion as “originally filed.”

Form PCT/IPEA/408 (Box I) (July 1998)
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International application No.

WRITTEN OPINION PCT/US03/13910

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a)(ii) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. STATEMENT

Novelty (N) Claims 1-206 YES

‘ Clairus NONE NO
Inventive Step (IS) Claims 6-9, 33-36, 45-47, 54-57, 59, 99-105 YES

Claims -5, 10-32, 37-44, 48-53, 58, 60-98, 106-206 NO
Industrial Applicability (IA) Claims 1-206 YES

Claims NONE NO

2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Claims 1-5, 10-32, 37-44, 48-53, 58, 60-98, 106-206 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over
Kuntsmamn et al (US Patent 5,712,374) in view of Goldenburg (US Patent 6,183,744) and WO 91/09967 and Yelton et al (The
Journal of Immunology 153:1994-2004, 1995).

The claims are summarized as a method of producing a monomeric cytotoxic drug/carrier conjugate with low conjugate
fraction (LCF) comprising adding drug , incubating the drug in buffer at pH 7-9 and the solution has a C6-C8 carboxylic acid from
about 35 degrees and 15-24 hours and the conjugate has a loading of 4-10% and LCF less than 10% and the carrier is a antiCD22
antibody and is humanized and the purification is a HIC , further claimed is the conjugate and the drug is calicheamicin, methods of
producing lyophilized compositions, methods of treatment of leukemia and lymphoma and using CHOPP therapy in combination, and
the antibody is humanized and has substitations at specified positions and is affinity maturized.

Kuntsmann et al teach methods to prepare monomeric calichearnicin carrier conjugates wherein the method comprises
adding the cytotoxic drug to an antibody and incubating the drug in buiffer at pH 7-9 and the solution has a C6-C8 carboxylic acid
from about 35 degrees and 15-24 hours and the conjugate has a loading of 4-10% and LCF less than 10% and humanized antibodies.
Kuntsmann et al does not teach the anti-CD22 antibody or treating lymphoma or leukemia or substitutions at specific residues in the
antibody o affinity maturation. These deficiencies are made up for in the teachings of Goldenburg, WO 91/09967 and Yelton et al

Goldenburg teach an antiCD22 antibody for therapy against lymphomas and leukemia and the antibody can be used in
combination with CHOPP.

WO 91/09967 teach humanization methods and substittions at specific residues to improve binding of antigens.

Yelton et al teach affinity mamration to increase affinity of antibodies, :

It would have been obvious to produce a method of preparing a monomeric cytotoxic drug conjugate comprising
anantiCD22 antibody that has increased binding and a drug of calicheamicin and humanize the antibody and produce the conjugate
with a LCF below 10% and the loading of 4-10% by weight in view of the references.

One of ordinary skill in the art would have been motivated to and had a reasonable expectation of success to have produce
the monomeric conjugate in view of the references because Kuntsmann et al teach that conditions of loading and conjugation and
cosolvent and additives are determined without undue experimentation and it would be obvious to optimize the conditions to get
monomers and only conjugates because that is the objective of the patent to obtain monomers with high drug loading and yield of
higher than 90% and it would be obvious to obtain those conjugates that are all conjugated and no free antibody in the preparation.
In addition, it would have been obvious to humanize and affinity maturize the antibody because these techniques are performed on
antibodies for therapy and as taught by Goldenburg the anti-CD22 antibody is used for human therapy and it would have been
obvious to humanize it for the reasons in WO 91/09967. In addition it would have been obvious to combine the therapy with CHOPP
because this was also performed for the treatment of cancer as taught by Goldenburg.

Claims 6-9, 33-36, 45-47, 54-57, 59, and 99-105 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3) because the prior art does not
teach or fairly suggest the claimed invention.

Claims 1-206 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matier claimed
can be made or used in industry.

Form PCT/IPEA/408 (Box V) (July 1998)
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CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

Regsumen - Objeto y Finalidad de la Invencidn

Se describen métodos para preparar conjugados de
farmaco citotdxico monomérico/portador con una carga de
farmaco importantemente mayor que la de los procedimientos
previamente reportados y que reduce la agregacidén y la
fraccién de conjugado inferior (LCF). Los conjugados de
derivado de farmaco citotdxico/anticuerpo, composiciones
que comprenden los conjugados y usos de los conjugados
también se describen. Los conjugados de derivado de
Caiiqueamicina monoméricos/anticuerpo anti-CD22,
composiciones que comprenden los conjugados y usos de los

conjugados también se describen.



CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

Campo de la Invencién

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

conjugados.

Antecedentes de la Invencidn

Log conjugados de farmacos desarrollados para la
farmacoterapia sistémica son agentesg citotdxicos
egpecificos del objetivo. El concepto involucra el
acoplamiento de un agente terapéutico a una molécula
portadora con esgpecificidad para una poblacidn definida de
células objetiveo. Los anticuerpos con alta afinidad para
los antigenos son una eleccidén 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. Lasg substancias tdxicas que se han conjugado
con los anticuerpos monoclonales incluyen toxinas, farmacos
citotéxicos de bajo peso meolecular, modificadores de

arf

respuesta bioldgica y radionlGclidos. Los conjugados de

toxina vy anticuerpos gse denominan frecuentemente
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inmunotoxinas, mientras que los inmunoconjugados consisten
de anticuerpos y de farmacos de alto peso molecular tales
como el metotrexato y la adriamicina ge denominan
quimioinmunoconjugados. Los inmunomoduladores contienen
modificadores de la respuesta bioldgica que se gabe que
tienen funciones reguladoras tales como linfocinas,
factores de crecimiento y factor del veneno de cobra (CVF,
por sus siglas en inglés) que activa el complemento. Log
radioinmunoconjugados congisten de isétopos radiocactivos,
gue se pueden usar como terapéuticos para exterminar
células por su radiacidn o usarse para la formacidn de
imdgenes. El suministro especifico mediado por anticuerpos
de los farmacog citotdxicos a células de tumor, se egpera
que no solamente aumente su eficacia antitumor, sino que
también evite la absorcidén no dirigida por los tejidos
normales incrementado asi sus indices terapéuticos.

La presente invencidén se refiere a inmunoconjugados
gue comprenden un anticuerpo como un vehiculo de
direccionamiento Yy que tienen especificidad para
determinantes antigénicas en la superficie de las células
malignas conjugadas a un farmaco citotdxico. La invencidn
se refiere a conjugados de anticuerpo a farmaco citotdxico
en donde el anticuerpo tiene especificidad para las
determinantes antigénicas para las malignidades B,
trastornos linfoproliferativos y trastornos inflamatorios
crénicos. La presente invencidn también se refiere a
métodos para la produccidén de inmunoconjugados y sSus usos
terapéuticos.

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

enfermedades que incluyen c¢ancer y artritis reumatoide,
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para el uso clinico, o estédn 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 basados en anticuerpos es el

rituximab, (Rituxan™) un anticuerpo humano quimérico no
etiquetado vyl (regidn +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 citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC) contra las células B o en el uso de
radiontclidos tales como '1 o °°Y, que tienen problemas
asociados de preparacién y de uso para los médicos y los
pacientes. Consecuentemente, hay una necesidad para la
generacidétn de inmunoconjugados gue puedan superar los
inconvenientes de la terapéutica actual |Dbasada en
anticuerpos para tratar una diversidad de malignidades que
incluyen malignidades hematopoyéticas como el linfoma gue
no es de Hodgkin (NHL), gque se puede producir facilmente o
eficientemente y gue se pueden usar repetidamente sin
inducir una regpuesta inmune.

Los inmunoconjugados que comprenden un miembro de la
familia potente de agentes antibacterianos y antitumor,
conocidos colectivamente como caligqueamicinas o el
complejo LL-E33288 (ver patente de E.U.A No. 4,970,198
(1990)), se desarrollaron para el tratamiento de mieloma.
La m&s potente de las caliqueamicinas se designa vy, que se
hace referencia aqui 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 que gea Util en la
colocacidn de un derivado de caliqueamicina a un portador
(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 cénceres ge ha limitado por la disponibilidad
de agentes de direccionamiento especificos (portadores),
agsi como por las metodologias de conjugacidn que resultan
en la formacién de agregados de proteinas cuando se
incrementa la cantidad del derivado de caligueamicina gque
se conjuga al portador (esto eg, la carga de farmacos). Ya
que una carga mayor de farmaco incrementa la potencia
inherente del conjugado, es deseable tener la mayor
cantidad del farmaco cargada en el portador, gue sea
consistente con la retencidén de la afinidad de la proteina
portadora. La presencia de la proteina agregada que puede
ser no especificamente tdxica e inmunogénica, y por lo
tanto se debe retirar para aplicaciones terapéuticas, hace
al proceso de escalamiento para la produccidén de estos
conjugados més dificil y disminuye el rendimiento de los
productos. La cantidad de caliqueamicina cargada en la
proteina portadora (la carga de férmacosg), la cantidad de
agregado que se forma en la reaccién de conjugacidén, y el
rendimiento del conjugado final monomérico purificado que
se puede obtener, todo se relacicna. Por lo tanto se debe
hacer un compromiso entre una carga mayor de farmaco y el
rendimiento del monémero final al ajustar la cantidad del
derivado reactivo de caliqueamicina gque se agrega a la
reaccidén de conjugacidn.

La tendencia de los conjugados de farmacos

citotdxicos, egpecialmente los conjugados de
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caliqueamicina, para agregarse es especialmente
problemdtica cuando se efectlian las reacciones de
conjugacidén con log 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 incorporan agui en su totalidad. En este caso, un gran
porcentaje de los conjugados producidos estan en forma
agregada v es bastante dificil purificar conjugados hechos
por estos procesos originales (procesos CMA) para uso
terapéutico. Para algunas proteinas portadoras, los
conjugados con cargas aun wmodestas son virtualmente
imposibles de hacer excepto a una escala pequefia,.
Consecuentemente, existe una necesidad critica de mejorar
los métodos para conjﬁgar los farmacos citotdxicos tales
como las caliqueamicinas, a portadores gue 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 preparacidn de un derivado/portador de
caligueamicina monomérico con una agregacidédn disminuida y
una carga/rendimiento de fArmacog superior (ver patente de
F.U.A No. 5,712,374 vy patente de E.U.A No. 5,714,586,
incorporada en la presente en su totalidad). Aungue estos
procesos resultaron en preparaciones de conjugados con un
contenido de agregados substancialmente reducido, se
descubrid después gue produjo conjugados gue contienen
niveles indeseablemente altos (45-65% de area CLAR en %) de
una fraccidén conjugada baja (LCF), una fraccién que
consiste principalmente del anticuerpo no conjugado. La
presencia de LCF en el producto eg un uso ineficiente del

anticuerpo ya que contiene al farmaco citotdxico. También
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puede competir con el conjugado portador de caliqueamicina
para el objetivo y reducir potencialmente el
direccionamiento del Qltimo, resultando en una eficacia
reducida del faArmaco citotdxico. Por lo tanto, es deseable
un proceso de conjugacidén mejorado que resultaria en
niveles significativamente inferiores del LCF y que tengan
niveles aceptables de agregacion sin alterar

significativamente las propiedades fisicas del conjugado.

Breve Descripcidén de la Invencidn

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

En una modalidad, la presente invencidn describe un
proceso de conjugacidén mejorado para la produccidn de los
conjugados, que resulta en niveles significativamente
inferiores de LCF debajo del 10% gin alguna alteracidn
importante de las propiedades £fisicas o quimicas. La
invencidén también describe una mejora adicional a los
procesos de conjugacidn la cual resulta no solamente en una
reduccidn importante en los niveles de LCF, sino también
resulta en una reduccién importante en la agregacidén a

6
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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 férmula:

Pr (-X-W)nq
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 citotéxico;

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

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

Los conjugados de la presente invencidén, en una
modalidad, se generan por el método de la invencidn que
comprende las etapas de (1) agregar el derivado de farmaco
citotdéxico al portador proteinico en donde el derivado de
farmacos citotdéxico tiene 4.5-11% en peso del portador
proteinico; (2) incubar el derivado de farmaco citotéxico y
un portador proteinico en una solucidn amortiguadora
compatible con proteinag, no nucleofilica gue tenga un pH
en el intervalo del alrededor de 7 hasta 9 para producir un
conjugado portador/farmaco citotdxico monomérico, en donde
la solucidén comprende ademés (a) un cosolvente orgédnico y
(b) un aditivo que comprende al menosg un &cido carboxilico
Cg-Cig © su sal y en donde la incubacidn se efectila 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
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separacidén 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 farmaco citotdxico y con una fraccidn baja conjugada
(LFC) debajo de 10 por ciento a partir del portador
proteinico no conjugado, derivado de farmaco citotdxico vy
conjugados agregados.

En un aspecto de la invencidn, 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
enzimdticamente.

En una modalidad, el portador proteinico es un
anticuerpo. En una modalidad preferida el anticuerpo se
gelecciona del grupo que consiste de un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano,
un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla,
un fragmento Fab y un fragmento F(ab)2.

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

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado
anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR y comprende
una regidén variable de cadena ligera 5/44-gLl (SEQ ID NO:
19), y una regidén 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 gque contiene
una cadena ligera gue 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 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 gue comprende
una cadena ligera que tiene una secuencia establecida en
SEQ ID NO: 28 y una cadena pesada que tiene una secuencia
establecida en SEQ ID NO: 30,

En otra modalidad el anticuerpo humanizado anti-CD22
es un anticuerpo injertado con CDR gque eg un anticuerpo
variante que se obtiene por un protocolo de maduracidn de
afinidad y tiene una especificidad aumentada para el CD22.

En otro aspecto, el farmaco citotdxico usado para
generar el conjugado portador/farmaco citotdxico monomérico
de la presgente invencidn, es un inhibidor de la
polimerizacidén de tubulina, un agente de alquilacidn que se
enlaza y fragmenta el ADN, una sintesis de proteinas
inhibidoras o un inhibidor de la tirosina cinasa.

En una modalidad, el farmaco citotdxico se selecciona
de caligqueamicina, tiotepa, taxanos, vincristina,
daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, esperamicinas,
actinomicina, autramicina, azaserinasg, bleomicinas,
tamoxifen, idarubicina, dolastatinas/auristatinas,
hemiasterlinas, y maitansinoides.

En una modalidad, preferida el farmaco citotdxico es
caliqueamicina. En una modalidad particularmente preferida,
la caliqueamicina en una caligueamicina gamma o un derivado
de caligueamicina 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 dcido 4-(4-acetilfenoxi) butanoico
(AcBut) .

Todavia en otro aspecto de la invencidén se usga acido
octanoico o su sal, o Acido decanoico, o 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 invencidén se purifican por un proceso de
separacidén cromatogréfica.

En una modalidad, el proceso de geparacidn
cromatogrdfica usado para separar el conjugado portador
derivado de farmaco monomérico es una cromatografia de
exclusidén de tamafio (SEC).

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

En una modalidad preferida el proceso de sgeparacidn
cromatografica usado para separar el conjugado de portador
y derivado de férmaco monomérico en una cromatografia de
interaccidn hidrofdébica (HIC) . En una modalidad
particularmente preferida, HIC se efectlia usando un medio
cromotografico de flujo radpido de fenil sefarosa 6, butil
sefarosa 4 en un medio cromatografico de flujo réapido,
medio cromatografico de flujo rapido de octil sefarosa 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 modalidad més particularmente preferida la HIC se
efectda usando un medio de flujo rapido de butil sefarosa
4,

En otro aspecto, la invencidén se dirige a un conjugado
portador/derivado de farmaco citotdxico monomérico
producido por el método de la invencién. 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 gue 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).

En otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22
es un anticuerpo injertado con CDR, que comprende una
cadena ligera que tiene una secuencia establecida en SEQ ID
NO: 28.

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado
anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR due comprende
una cadena pesgada gue 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 wun anticuerpo injertado con CDR que es un
anticuerpo variante obtenido por un protocolo de maduracidn
de afinidad que tiene una esgpecificidad aumentada para el
CD22 humano.

En una modalidad preferida la caliqueamicina es una
caliqueamicina gamma o N acetil gamma caliqueamicina.

En una modalidad, el derivado de caligqueamicina 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 citotdxico a partir del conjugado
después de enlace y entrada en las células objetivo. En una
modalidad, preferida la ligadura hidrolizable es el acido
4-(4-acetil fenoxi) butanoico (AcBut).

Otro aspecto de la invencidn se dirige a un conjugado
de un derivado de caligueamicina monomérico/anticuerpo
anti-CD22 que tiene la férmula Pr(-X-S-S-W), en donde Pr es
un anticuerpo anti-Ch22, X es una ligadura hidrolizable que
comprende un producto de cualquier grupo reactivo que puede
reaccionar con un anticuerpo; W es un radical de
caliqueamicina, m es la carga promedio para un producto de
conjugacidén purificado de manera que la caligqueamicina
congtituye 4-10% del conjugado en peso y (-X-8-S-W), 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 qguimérico, 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 (D22
humano, vy comprende una cadena pesada en donde el dominio
variable comprende un CDR gue tiene al menos una de las
secuencias dadas como Hl 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"""(SEQ ID NO: 16) para
CDR-H2 o come 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 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-H1l, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID
NO: 13 o SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16 para CDR-H2 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
© 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 otra modalidad, el anticuerpo humanizado anti-CD22

es un anticuerpo anti-CD22 injertado con CDR y comprende un

13

-3



dominio wvariable 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 congenso 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 wvariable de la
cadena ligera gque comprende una regidén de estructura del
aceptor humanco con base en una secuencia de consenso humana
del subgrupo 1 y comprende ademds residuos del donador no
humano en las posiciones 2, 4, 37, 38, 45 y 60. En otra
modalidad, el anticuerpo injertado con CDR comprende ademés
residuo del donador no humano en la posicidn 3.

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

En otra modalidad, el anticuerpo injertado con CDR
comprende una cadena ligera que tiene la secuencia como se
establece en SEQ ID NO: 28 y una cadena pesgsada 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 ge
egstablece 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
maduracidén de afinidad y tiene una especificidad aumentada
para el CD22 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 y 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 porcién faltante del CDR del
donador se reemplaza por una secuencia diferente y forma un
CDR funcional.

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

En otro aspecto, la invencidn se dirige a una método
para la preparacidn de la composicidn liofilizada estable
de un conjugado de un portador/derivado de farmaco
citotéxico 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 féarmacos citotdxico monomérico hasta una concentracidn
final de 0.5 hasta 2 mg/ml en una sgolucidn que comprende
un crioprotector a una concentracidén de 1.5%-5% en peso, un
agente polimérico de volumen a una concentraciédn 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

concentracidén de 0.005-0.05% en peso, agente amortiguador a

15

L

et



una concentracién de 5-50 mM de manera tal que el pH final
de la solucidén es 7.8-8.2, y agua; (b) dogificar 1la
golucidén anterior en viales a temperatura de +5°C hasta
+10°C; (c¢) congelar la solucidn a una temperatura de
congelacidén de -35°C hasta -50°C; (d) someter la soluciédn
congelada a una etapa inicial de secado por congelacidn a
una presidén de secado primaria de 20 hasta 80 micras a una
temperatura de anagquel a -10°C hasgta -40°C por 24 hasta 78
horas; y (e) someter el producto secado por congelacidén de
la etapa (d) a una etapa de secado secundaria a una presidn
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 wmodalidad, el crioprotector utilizado en 1la
liofilizacidén de conjugado de farmaco/portador citotdxico
ge gelecciona del alditol, manitol, sorbitol, inositol,
polietilen glicol, &cido aldénico, é&acido urénico, Aacido
aldarico, aldosas, cetosas, amino azldcares, alditoles,
inositoles, gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa,
ribosa, xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa,
talosa, heptosa, glucosga, fructosa, dcido glucdnico,
sorbitol, lactosa, manitoel, metil w-glucopiranosida,
maltoga, A&cido isocascdrbico, Aacido ascdrbico, lactona,
sorbosa, &acido glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa,
alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa,
ribulosa, xilulosa, psicosa, tagatosa, acido glucurdnico,
dcido glucdnico, &cido glucarico, &cido galacturdnico,
dcido mwanurdénico, glucosamina, galactosamina, sacarosa,
trehalosa, acido neuraminico, arabinanos, fructanos,
fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos,
xilanos, levano, fucoidano, carragenina, galactocarolosa,
pectinas, A&cidos pécticos, amilosa, pululano, glicdgeno,
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amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina,
agarosa, queratina, condroitina, dermatano, dcido
hialurénico, dcido alginico, goma  xXantana, almiddn,
sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol,
polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, Yy
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 liofilizacidn se selecciona
de Dextrano 40 o almiddén de hidroxietil 40, vy esti a una
concentracién de 0.9% en peso.

En otra modalidad el electrolito usado en la solucidn
de liofilizacién es cloruro de sodio que estd presente a
una concentracidén de 0.05 M,

En una modalidad preferida un agente facilitador de la
solubilidad se usa durante el proceso de liofilizacidn.
Preferiblemente este agente facilitador de la solubilidad
eg un tensoactivo. En una modalidad, particularmente
preferida el tensocactivo es poligsorbato 80, que estéa
presente a una concentracidn de 0.01% en peso.

En una modalidad el agente amortiguador usado es
trometamina que estd presente a una concentracidén de 0.02
M. Se prefiere para el pH de la solucidn que sea de 8.0 al
comienzo del proceso de liofilizacidén. La solucidn gque
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 solucidn de los viales

se congela a una temperatura de -45°C; la solucidn
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congelada se somete a una etapa inicial de secado por
congelacidén a una presgidn de secado primaria de 60 micras y
a una temperatura de anagquel de -30°C por 60 horas; y el
producto secado por congelacién se somete a una etapa
gecundaria de sgsecado, a una presidn de secado de 60 micras,
a temperatura de anaquel de +25°C por 24 horas.

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

En una modalidad, el portador en el conjugado de
portador/derivado de féarmaco 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 la invencién, el anticuerpo anti-CD22 tiene
especificidad para el CD22 humano y comprende una cadena
pesada en donde el dominio variable comprenden un CDR que
tiene al menos una de las secuencias dadas como H1 en la
figura 1 (SEQ ID NO:1) para CDR-H1l, como H2 en la figura 1
(SEQ ID NO:2) o H2' (SEQ 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 secuencias dadas como L1 en la figura 1
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para (SEQ ID NO:4) para CDR-L1l, 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
tiene 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 1ID
NO:13 o SEQ TID NO:15 o SEQ ID NO:16 para CDR-H2, o SEQ ID
NO:3 para CDR-H3, y una cadena ligera en donde el dominio
variable comprende un CDR gue 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-IL3.

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 una modalidad ©particularmente preferida el
anticuerpo humanizado anti-CD22 eg un anticuerpo anti-CD22
humanizado injertado con CDR, y comprende una regidn
variable de cadena ligera 5/44-gLl (SEQ ID NO:19), y una
regidén de variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ 1ID
NO:27) .

En otra modalidad particularmente preferida, el
anticuerpo humanizado anti-CD22 es un anticuerpo injertado
con CDR que tiene especificidad para el CD22 humano vy
comprende una cadena ligera gque tiene una secuencia
establecida en SEQ ID NO:28 y una cadena pesada que tiene
una secuencia establecida en SEQ ID NO:30.

En una modalidad, el anticuerpo injertado con CDR es

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

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

En una modalidad, 1la composicidn puede contener
opcionalmente un agente bicactivo adicional. Tal agente
bicactivo puede ser un farmaco citotdxico un factor de
crecimiento o una hormona.

Todavia otro aspecto de la invencidn se dirige a un
método de tratamiento de wun sujeto con un trastorno
proliferativo, al administrar al sujeto una dosis

terapéuticamente efectiva de la composgicién de la

invencion. La composicidn se pueden administrar
subcuténeamente intraperitonealmente, intravenosamente,
intraarterialmente, intramedularmente, intratecalmente,
transdermalmente, transcuténea, intranasal, tépica,

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

Fn una modalidad la compogicidn se administra a un
sujeto humano gue padece de una trastorno proliferativo tal
como el cdncer. En una modalidad, preferida el céancer es
una malignidad de c¢élulas 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 céncer es un carcinoma o
un sarcoma.

Otro aspecto de la presente invencidn 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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composicién terapéuticamente efectiva gque comprende un
anticuerpo anti-CD22 citotdxico conjugade 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 wusado para
preparar los conjugados de la presente invencidén se
selecciona del grupo dgue 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 caligueamicina o N- acetil caliqueamicina.

En otra modalidad, el tratamiento comprende la
administracidén de un conjugado de farmaco citotdxico de la
invencidén con uno o mas agentes biocactivos seleccionados de
anticuerpos factores de crecimiento, hormonas, c¢itocinas,
antihormonas, xantinas, interleucinas, interferones, vy
farmacos citotdxicos.

En una modalidad preferida el agente bicactivo eg un
anticuerpo y se dirige contra un antigeno de superficie
celular expresgado 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 gque
consiste de anticuerpos anti-CD19, anti-CD20 y anti-CD33.
Tales anticuerpo incluyen el anticuerpo anti-CcD20,

rituximab (Rituxan™) .
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En otra modalidad los agentes bioactivos 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 bicactivos son hormonas
e incluyen estrdgenocs, androgenos, progestinas, Yy
corticosteroides.

Todavia en otra modalidad el agente biocactivo es un

farmaco citotdxico seleccionado de doxorubicina,
dauncrubicina, 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, vinecristina, mitoxantrona,
bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbazina

metotrexato, fluoruracilos, etopdsidp, taxeol, andlogos de
taxol, y mitomicina.

En una modalidad preferida, la composgicidn
terapéuticamente efectiva del anticuerpo anti-CcD22 de
fadrmacos citotdxicos conjugado se administra junto con una
o mas combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un
régimen de tratamiento, en donde la combinacidén de agentes
citotdxicos se selecciona de: CHOPP {ciclofosfamida,

doxorubicina, vincristina, prednisona, Yy procarbazina);

CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, N
prednisona) ; COP (ciclofogfamida, vincristina, y
prednisona) ; CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
procarbazina, bleomicina, vincristina, y prednisona); M-
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BACQOD (metotrexato, bleomicina, doxorubicina,

ciclofosfamida, wvincristina, dexametasona, y leucovorin);

ProMACE-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin, mecloetamina,
vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
etopdsido, leucovorin, citarabina, bleomicina, y
vincristina) ; MACOCP-B {(metotrexato, doxorubicina,
ciclofogfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, vy

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

alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,

vinblastina, v dacarbazina), ChIVPP {clorambucil,
vinblastina, procarbazina, v prednisona) ; IMVP-16
(ifosfamida, metotrexato, vy etopdsido); MIME (metil-gag,

ifosfamida, metotrexato, vy 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,

vineristina, y prednisona).

En una modalidad preferida, la composgicidn
terapéuticamente efectiva del anticuerpo citotdxico anti-
CD22 de farmaco conjugado se administra previo a la
administracidn de una o mas de las composicicnes anteriores

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

Otro aspecto de la invencidn se dirige a un método de
tratamiento de linfomas agresgsivos que comprende administrar
a un paciente que necesita del tratamiento, una composicidn
terapéuticamente efectiva de un conjugado de anticuerpo
anti- CD22 derivado de caliqueamicina monomérica junto con
unco o mas agentes biocactivos.

Todavia otro aspecto de la presente invencidn se
dirige al uso de la composicidén de la invencidn, 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 (D22 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 composicidn se administra subcutéaneamente,

intraperitonealmente, intravenogamente, intraarterialmente,

intramedularmente, intratecalmente, transdermalmente,
trangcutineamente, intranasalmente, tépicamente,
enteralmente, intravaginalmente, sublingualmente o
rectalmente.

En una modalidad preferida la dosis terapéuticamente
efectiva de la composicidén 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 invencidén se
adminigtra con uno o més agentes bicactivos.

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

En una modalidad, preferida el agente bicactivo es un
anticuerpo dirigido contra un antigeno de superficie
celular expresgado en las malignidades de c¢élulas 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 biocactivos incluyen
citocinas o factores de crecimiento tales como interleucina
2 (IL-2), TINF, CSF, GM-CSF y G-CSF u hormonas que incluyen
estrdgenos, andrdgenos, progestinas y corticostercides.

En otra modalidad el agente bicactivo es un farmaco

citotdxico seleccionado 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, andlogos 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
més combinaciones de agentes citotdxicos como parte del
régimen del tratamiento, en donde la combinacidén de agentes
citotdxicos se sgelecciona de  CHOPP (ciclofosfamida,

doxorubicina, vincristina, prednisona, vy procarbazina);

CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y
prednisona) ; COP (ciclofosfamida, vincristina, y
prednisona) ; CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina
procarbazina, bleomicina, vincristina, vy prednisona); M-
BACOD (metotrexato, blecmicina, doxorubicina,

ciclofeogfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorin);

ProMACE-MOPP (prednigona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdgido, leucovorin, mecloetamina,
vincristina, prednisona, Yy procarbazina); ProMACE-CytaBOM
(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
etopdsido, leucovorin, citarabina, bleomicina, 3%
vincristina) ; MACOP-B (metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina; prednisona, bleomicina, vy

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

alternando con ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
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vinblastina, Yy dacarbazina) ; CHIVPP {(clorambucil,
vinblastina, procarbazina, vy prednisona) ; IMVP-16
(ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); MIME (metil-gag,

ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona,
citaribina de alta dosis, vy cisplatina); ESHAP (etopdsido,

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, y cisplatina);

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

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

por 96 horas con dosis de bolo de ciclofosfamida vy

prednisona oral), ICE (ifogfamida, ciclofosfamida, vy
etopdsido) , CEPP (B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisona, 3% bleomigina), CHOP-B.

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona, vy
bleomicina, CEPP-B (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, y bleomicina, y P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida, y prednisona).

En una modalidad preferida, el conjugado de anticuerpo
anti-CDh22/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-CDh22/derivado
monomérico de caliqueamicina se administra posterior a la
administracidn de wuna o mads 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 células B, vy
comprende opcionalmente una o més combinacioneg de agentes
citotdxicos como parte de un régimen de tratamiento.

En otro aspecto, la invencidn se dirige al uso de un
conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado monomérico de
caliqueamicina de la presente invencidén, 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 Desgcripcién de Las Figuras

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

La figura 2 muestra la secuencia de ADN y de proteinag
de la variable de cadena ligera (Vi) 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
ratdén 5/44.

La figura 4 muestra la estrategia de separacidn del
sitio de glicosilacidn y lisina reactiva en CDR-H2.

La figura 5 muestra el diseflo 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 indican las diferencias entre los

residuos humanos v de ratdn. 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, glL2 tiene 7.

La figura 6 muestra el disefio de injertos para 1la
gecuencia 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 regiduos
humanos y de ratdén. Las secuencias subrayadas indican los
residuos del donador gque ha 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 gHS5 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 mwmuestra los oligonucledtidos para los
ensambles de genes 5/44 gHl1 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 wvector
intermediario pCR2.1 (544gLl).

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

La figura 14 eg una grafica gque muestra un ensayo de
competicidn entre un anticuerpo 5/44 de ratdn 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 que 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 c¢élulas 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 conjugacidn CMC-544 en el crecimiento del linfoma
RL.

La figura 21 es una grafica que muegtra 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 citotdéxico 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™), y 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
™. y CMA-676 en la

CMC-544, rituximab (Rituxan
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supervivencia de ratoneg 8SCID con 1linfoma tardio
digeminado RAMOS B.

La figura 27 es una gradfica 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 que muestra la actividad
anti-tumor CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan™) sobre un
linfoma gue 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 que no es

Hodgkin.

Degcripcidén Detallada de la Invencién

Los conjugados de la presente invencidn comprenden un
farmaco citotdxico 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 citotdxico. Especificamente, los
conjugados de la presente invencidén comprenden un farmaco
citotdéxico derivado con una ligadura que 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 c¢élulas B. Se describe a
continuacién un proceso wmejorado para la elaboracién Yy
purificacién de tales conjugados. El uso de cosolventes en
particular, aditivos y condiciones de reaccidn egpecificas
junto con el proceso de separacidn, resulta en la formacidn

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

compita con una fraccidén maés altamente conjugada (HCF).

I. PORTADOQRES
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 enzimdticamente, referidas
de agqui 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, 3924, que se incorpora en la presente en su
totalidad. Los portadores preferidos para su uso en la
presente invencidén son anticuerpos e imitadores de
anticuerpos.

Se han utilizado diversos andamiajes de proteinas que
no son de inmunoglubulina, para generar imitacioneg de
anticuerpo gue se enlazan a epitopos antigenicos con 1la
especificidad de un anticuerpo (publicacién PCT No. WO

00/34784) . Por ejemplo, un andamiaje de “minicuerpo” que se
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relaciona con el pliegue de inmunoglobulina sge ha diseflado
al suprimir tres hebras beta de un dominio variable de
cadena pesada de una anticuerpo monoclonal (Tramontano et
al., J. Meol. Recognit. 7:9, 1994). Esta proteina incluye 61
residuos y se puede usar para presgsentar 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 y es un intercalado de lémina
beta de 6 hebras y 74 residucos gque se mantienen junto 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 aleatorios en
guperficies 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 circuitog limitados por puentes de bisulfuro
tales como agquellos 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) .

Ejemplog de log portadores de anticuerpos gue se

pueden usar en la presente invencidén incluyen anticuerpos
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monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, Y fragmentos
biolégicamente activog de los mismos. Preferiblemente tales
anticuerpos se dirigen contra los antigenos de superficie
celular expresados en células y/o tejidos objetivo en
trastornos proliferativos tales como céncer. Ejemplos de
los anticuerposg especificos dirigidos contra antigenos de
superficie celular en c¢élulas objetivo incluyen sin
limitacidén, anticuerpos contra el antigeno CD22 gue se
sobreexpresa en la mayoria de los linfomas de células B,
G5/44, una forma humanizada de una anticuerpo monoclonal
anti-CDh22 murino, anticuerpos contra el antigeno de
superficie de células D33, que prevalece en ciertos
tumores mieloides humanos especialmente leucemia mieloide
aguda hP67.6, una forma humanizada de anticuerpo murino
anti-CD33 (ver patente de E.U. No. 5,773,001); un
anticuerpo contra el antigeno PEM qgue se encuentra en
muchos tumores de origen epitelial designado mP67.6 (ver I.
D. Bernstein et al., J. Clin. Invest. 79: 1153 (1987) vy TI.
D. Bernstein et al., J. Immunol. 128: 867-881 (1992)); y un
anticuerpo humanizado contra el antigeno de carbohidrato de
Lewis y sobreexpresado en muchos tumores sélidos designados
como hu385193, (ver patente de E.U. No 6,310, 185 B1l).
Ademas exigten varios anticuerpos comercialmente
disponibles tales como rituximab (Rituxan™) y trastuzumab
(Herceptin™), que también se pueden usar como agentes de
direccionamiento/portadores. Rituximab (Rituxan™) es un
anticuerpo quimérico 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

céncer de mama.
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Se ejemplifica para su uso en la presente como un
portador en la presente invencidén, una molécula de
anticuerpo humanizado injertado con CDR dirigide 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 vy/o
pesada contiene una o mAs regiones determinantes de la
complementariedad (CDRS) que incluyen si se desea un CDR
modificado (de aqui 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 vy/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 cualquier
regién variable del aceptor adecuada en una gecuencia 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
ratén. Ejemplos de las estructuras humanas que se pueden
usar en la presente invencidén sgon KQOL, NEWM, REI, EU, TUR,
TEI, LAY y POM (Kabat et al. Seq. 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 y pesada.

En un anticuerpo injertado con CDR con la presente
invencién se puede usar como un anticuerpo aceptor uno gque
tengan cadenas gque sean homdlogas a las cadenas del
anticuerpo donador. Las cadenas ligera y pesada del aceptor
no necesariamente necegitan derivarse del mismo anticuerpo
y pueden si se desea, comprender cadenas compuestas gque
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 cambiar los
residuos no usuales a residuos gue se presentan mas
frecuentemente para esa clase o tipo de cadena del aceptor.
Alternativamente, los regiduos seleccionados en las
regiones de estructura del aceptor se pueden cambiar de
manera que corresgpondan al residuo encontrado en la misma
posicidén en el anticuerpo del donador, o a un residuo que
tiene una substitucidn conservadora para el residuo que se
encuentra en la wmisma posgicidn 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 seleccidn de residuog en las
regiones de estructura del aceptor que se puede necesitar
cambiar se establece publicacién PCT No. WO 91/09967, que
ge incorpora aqui en su totalidad.

Los residuos del donador son residuosgs del anticuerpo
donador esto es, el anticuerpo a partir del cual se
derivaron originalmente los CDR.

El anticuerpe de la presente invencidn 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 glicosilacidn 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-H2 (como se
define por Kabat et al., (supra)) un H2’ en el cual un
residuo de lisina estd en la posicidn 60. Este residuo de
lisina que ge localiza en una posicidn expuesta dentro de
CDR-H2, y se considera que tiene el potencial para
reaccionar con los agentes de conjugacidn que resulta en
una reduccidén 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 glicosilacidén potencial como el regiduo de lisina
en la posicidén 60, se substituyen con aminoacido
alternativos.

E1l anticuerpo de la presente invencidén  puede
comprender: un anticuerpo completo que tengan cadenas
ligeras y pesadas desde longitud completa; un fragmento
bioldégicamente activo del mismo tal como Fab, modificado
Fab, fragmento Fab', F{ab')a o Fv; un mondmero o dimero de
cadena pesada o ligera o un anticuerpo de cadena sencilla
por ejemplo, un Fv de cadena sencilla en el cual los
dominiog 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 invencidén también puede
incluir un fragmento Fab modificado en donde la
modificacién es la adicién de uno o mag aminodcidos para
permitir la colocacidn de una molécula reportera o efectora
al extremo de la terminal C de su cadena pesada.
Preferiblemente los aminoacidos adicionales forman una
regién de articulacidén modificada que contiene uno o dos
residuos de cisteina a los cuales la molécula reportera o
del efector se pueden colocar.

Los dominios de regidn constante del anticuerpo de la
presente invencidén si estdn  presentes, se pueden
gseleccionar haciendo referencia a a la funcidn propuesta
del anticuerpe, y en particular a las funciones del efector
que puedan © no requerirse. Por ejemplo los dominios de
regidén constante pueden ser dominios humanos IgA, IgD, IgE,
IgG o IgM. En particular los dominios de regidn constante
IgG humanos se pueden usar especialmente los isotipos IgGl
y IgG3, cuando el anticuerpo se pretende para usos
terapéuticos y se requieren las funcioneg 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 funcién del efector cuando se pretenda el
anticuerpo para propdsitos terapéuticos y las funciones del
efector de anticuerpos no se requieran o se desgeen.

El anticuerpo de la presente invencidén tiene una
afinidad de enlace de al menos 5x10°°® M, preferiblemente al
menos 1x107° M, més preferiblemente al menos 0.75x107*° M, y
mads preferiblemente al menos 0.5x107° M.

En una modalidad, la presente invencién se refiere a
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conjugados de inmunotoxinas y métodos para la elaboracidn
de estos conjugados, usando variantes de anticuerpos o
imitaciones de anticuerpos. En una modalidad preferida las
variantes del anticuerpo de la presente invencién 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, 1996),
mezclado de ADN (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8,
724-733,1997), despliegue de fago (Thompson et al., J. Mol.
Biol., 256, 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 invencidén. Se pueden usar sistemas bacterianos
por ejemplo E.coli y otros sistemas microbianos, en parte,
para la expresidén 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 Fvg de cadena sencilla. Se pueden usar sistemas de
expresién eucaridéticos de células hospedadoras, por
ejemplo, de mamiferos para la produccidn de anticuerpos
mayores que incluyen moléculas de anticuerpos completas.
Las c¢élulas hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen
CHO, células de mieloma, células de levadura, células de

insectos, células de hibridoma, c¢élulas NSO, VERO o PER C6.

Los sistemas de expregidn 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 citotdxicos que inhiben o
fragmentan la polimerizacién de tubulina, agentes de
algquilacidén que se enlazan y fragmentan el ADN y agentes
que inhiben la sintesis de proteinas o proteinas celulares
egsenciales tales como proteina cinasas, enzimas, Yy
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 citotdxicos preferidos son las caligqueamicinas gue
gon un ejemplo de los antibidticos antitumor de trisulfuro
de metilo. Los ejemplos de las caligqueamicina adecuadas
para su uso en la presente invencidén, 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 o los

derivados de N acetil gamma caliqueamicina.

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

X egs un enlace que comprende un producto de cualgquier
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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 conjugacidn
tal como la caligueamicina gue constituye 4-10% del
conjugado en peso y

(-X-W)p es un farmaco citotdxico

Preferiblemente, X tiene la férmula

(Co-alk? -gP* -Ar -Sp*- Alk® -C(Z')=Q -Sp)

en donde

Alk' y Alk® es independientemente un enlace o una
cadena ramificada o no ramificada de (C;-Cie) alquileno;

Sp' es un enlace, -S-, -0-, -CONH-, -NHCO-, -NR -, -N
(CHaCHy) ,N-, o -X-Ar’-Y-(CHz),-Z en donde X, Y, y Z es
independientemente un enlace, -NR‘-, -S-, o -0-, con la
condicién de que cuando n=0, entonces al menos uno de Y y Z
debe ser un enlace y Ar’ esgs 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno
opcionalmente sustituido con uno, dog, tres grupos de (Ci-
Cs) alquilo, (C;-Cs) alcoxi, (C1-C4) tialcoxi, halédgeno,
nitro, ~COOR"', ~-CONHR ', - (CHy) ,COOR' , -8 (CH,) ,COOR ", -
O(CH,) nCONHR’, o -S(CH;),CONHR’, con la condicién de que
cuando Alk' es un enlace, Sp' es un enlace;

n es un entero degde 0 hasta 5;

R’ eg una cadena ramificada o© no ramificada (Ci-Cs)
opcionalmente sustituida por uno o dos grupos de -OH, (C;-
Cy)alcoxi, (C1-Cy)ticalecoxi, haldgeno, nitro, (C1-C3)
dialquilamino, o© (C;-C3;3)trialquilamonio —-A donde A- es un
anién farmacéuticamente aceptable gue completa una sal;

Ar es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos, © tres grupos de (Ci-Cgs)alquilo,
(C1-Cs5) alcoxi, (Ci1-C4)ticalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’, -
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CONHR’, -O(CH;),COOR’, -S(CHy),COOR’, -0O(CH,),CONHR', o -8
(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

]

-0

|
con cada naftilideno o) fenotiazina opcionalmente
substituido con uno, dos, tres o cuatro grupos de (Cp-Cg)
alquilo, (C;-Cs) alcoxi, (C1-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro,
-COOR’, -CONHR’, -O(CH3),COOR’, -S(CHz),COOR’, o -S5(CHy)
2CONHR’ 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 nitrégeno ;

’ es un enlace, -S-, o -0O-, con la condicién de que

Sp
cuando Alk® es un enlace, Sp® es un enlace;

Z' es H, (C;-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C;-Cs) alquilo,
(C1-Cs) alcoxi, (C1-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,
-ONHR' , -0 (CHz) ,COOR' , -8 (CH;) ,COOR' -O(CH;) ,CONHR' , o -
S(CH;),CONHR’ en donde n y R’ son como se define arriba;

Sp es un radical divalente o trivalente (Ci-Cis) de
cadena ramificada, radical aril o heterocarilo divalente o
trivalente radical, radical divalente o trivalente (C3~Cis)
cicloalgquilo o heterocicloalguilo radical divalente o
trivalente aril- o hetercaril-arilo (C;-Cig), radical
divalente o trivalente cicloalquil- © heterocicloalquil-
alquilo (C;-Cis) © radical divalente o trivalente (C,-Cig) no
saturado alquilo, en donde hetercarilo es preferiblemente
furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, n-

metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, gquinolilo,
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isoguinolilo, N-metilcarbazoilo, aminocumarinilo, o
fenazinilo y en donde si Sp es un radical trivalente, Sp
puede estar adicionalmente substituido por (C1~Cs)
dialguilamino inferior, (C;-Cs) alcoxi inferior, hidroxi, o
grupos (C;-Cs) alguiltio inferior; y

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

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

Ar es 1,2-, 1,3-, © 1l,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (Ci1-Cq) alquilo,
(C1-Cs) alcoxi, (C1-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,
-CONHR' , -0 (CH;) ,COCR' -8 (CH3) NCOOR! -O(CH;) ,CONHR', o -
S(CH;) ,CONHR’ en donde n y R’ sgon como sge 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, treg, o cuatro grupos de (Cp-Cg)
alquilo, (C;-Cs) alcoxi, (C,-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro,
-COCR', -CONHR' , -0 (CH;) nCOOR" , -8 (CH,)NCOOR ', -
O (CH,) ,CONHR’' O -S(CH3),CONHR’ .

Z'  es  (C;-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Cs) alquilo,
(C1-Cy) alcoxi, (C1-C4) ticalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,
-CONHR' , -O(CH;)aCOOR’, -S(CH;),COOR’, -0O(CH;),CONHR’, o -
S (CHy) yCONHR' ; Alk® v Sp? son juntos un enlace; y Sp y Q son
como se definid inmediatamente arriba.

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

con derivados nucleofilicos, particularmente hidrazidas vy
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nucledfilos 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 férmaco y el enlace es hidrolizable. Estos
ligadores contiene dos grupos funcionales. Un grupo
tipicamente es un &acido carboxilico que se utiliza para
reaccionar con el portador. El grupo funcional &cido cuando
se activa adecuadamente, puede formar una ligadura de amida
con un grupo amina libre del portador tal como por ejemplo,
la amida en 1la cadena lateral de wuna lisina de un
anticuerpo u otro portador proteinico. El1 otro grupo
funcional cominmente 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
fadrmaco para formar wuna ligadura de hidrazona. Esta
ligadura se hidroliza lo que permite la liberacidén del
agente terapéutico del conjugado después de enlazarse a las
células objetivo.

Una ligadura bifuncional mas preferida para su uso en
la presente 1invencién es el Acido 4-(4-acetifenoxi)
butanoico (AcBut) que resulta en un producto preferido en

donde el conjugado consiste de -caliqueamicina, Y-

caliqueamicina 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 caliqueamicinas, crea
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dificultades en la preparacién de conjugados monoméricos
con buenas cargas de farmaco y rendimientos razonables que
son necesarios para aplicaciones terapéuticas. La
aplicacién hidrofébica 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 que separa al agente
terapéutico del portador (anticuerpo), incrementa este
problema.

La agregacidén de los conjugados del portador/derivados
de farmaco citotdxico con mayores cargas de farmaco sucede
debido a la naturaleza hidrofédbica de 1los farmacos. La
carga de farmacos tiene a menudo limitaciones para obtener
cantidadeg 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
rendimientos Utiles con cargas Utiles para aplicaciones
terapéuticas usando las condiciones de reaccidn descritas
en la patente de EUA No. 5,053,394 debido a la agregacién
excegiva. Estas condiciones de reaccidén utilizan al DMF
como el co-solvente en la reaccidn de conjugacidn. Se
necesitan  por lo tanto métodos que permitan un
rendimiento/cargas superiores de farmacos sin agregacién
gin la pérdida inherente de material.

Las mejoras para reduclir la agregacidn se describen en
las patentes de EUA 5,712,374 y 5,714,586 que se incorporan
agqui en su totalidad. Se describen en esas patentes los
portadores proteinicos que incluyen pero no se limitan a
proteinas tales como los anticuerpos humanos © humanizados
que se hacen para atacar a los agentes terapéuticos

citotdxicos, tales como por ejemplo hP67.6 y los

45

N5



anticuerpos humanizados aqui descritos. En esas patentes,
el ugso de una solucidén amortiguada compatible con proteinas
no nucleofilicas que contiene (i) propilenglicol como un
golvente y (ii) un aditivo que comprende al menos un acido
carboxilico C¢-Cis, se encuentra que produce generalmente un
farmaco citotdxico monomérico con conjugados de
portador/derivados con un rendimiento/carga de féarmaco
superior y una agregacidén disminuida que tiene una
actividad excelente. Los acidos preferidos aqui descritos
fueron los &acidos C; a Ciz vy el &acido mas preferido fue el
dcido octancico y (tal como el &cido caprilicoc) o sus
gsales. Las soluciones amortiguadoras preferidas para
conjugados hechas a partir de ésteres de N-
hidroxisuccinimida (OSu) u otros ésteres comparablemente
activados fueron solucidn salina amortiguada de fosfato
(PBS) o el acido N-2-hidroxietil piperacina-N’ -
2etanosulfénico (golucidn amortiguadora HEPES). La solucién
amortiguada usada en esas soluciones de conjugacidn no
puede contener aminas libres o nucledfilos. Para otros
tipos de conjugados, se pueden determinar facilmente
soluciones amortiguadoras aceptables. Alternativamente el
uso de una soclucidn amortiguadora compatible con proteinas
no nucleofilicas que contienen t-butancl sgin el aditivo
adicional, también se encuentra que produce conjugados de
portador/derivado monomérico de caliqueamicina con un
rendimiento guperior de farmacos y una agregaciodn
disminuida.

La cantidad de co-solvente necegaria para formar un
conjugado monomérico varia de alguna manera de proteina a
proteina, y se puede determinar por aguellos con

experiencia ordinaria en la técnica sgin experimentacidn
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indebida. La cantidad necesaria de aditivo para formar
efectivamente un conjugado monomérico también wvaria de
anticuerpo a anticuerpo. Esta cantidad también se puede
determinar por alguien con eXperiencia ordinaria en la
técnica sin experimentacidn indebida. En las patentes de
EUA Ne.5,712,374 v 5,714,586, las adiciones de
propilenglicol en cantidades que van desde 10% a 60%
preferiblemente 10% a 40% y mas preferiblemente alrededor
de 30% en volumen de la solucidén total vy un aditivo que
comprende al menos un acido carboxilico Cg-Cis3 © su sal,
preferiblemente acido caprilico o su sal, en cantidades que
van desde 20mM a 100mM, preferiblemente de 40mM a S0mM y
mds preferiblemente alrededor de 60mM a 90mM, se agregaron
a reaccioneg de conjugacidén para producir conjugados
monoméricos de portador/derivados de farmaco citotdxicos
con un rendimiento/carga superior de carga y una agregacidn
disminuida. Otros co-sgolventes orgénicos 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 orgénico para
transferir el farmaco en la mezcla de conjugacidn.

Alternativamente en esas patentes, la concentracidn
del &cido carboxilico Cs-Ci1g © su sal se puede incrementar
hasta 150-300 mM y el co-solvente hasta 1-10%. En una
modalidad el &cido carboxilico fue acido octanoico o su
sal. En una modalidad preferida, el &acido carboxilico fue
Acido decanoico o su sal. En otra modalidad preferida el
dcido carboxilico fue &cido caprilico o su sal que estuvo
presente a una concentracién de 200mM de Aacido caprilico
junto con 5% de propilenglicol o etanol.

En otra modalidad alternativa en esas patentes, se
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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 conjugacidn para
producir conjugados monoméricos de portador/derivados de
fAdrmaco citotdxico con una carga/rendimiento superior de
farmaco y una agregacidn disminuida.

Egstas condiciones de conjugacidén establecidas se
aplicaron a la formacidn de CMA-676 (Gemtuzumab
Ozogamicin), que 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
caligqueamicina no se distribuye en el anticuerpo en una
forma uniforme. La mayoria de la caliqueamicina es
aproximadamente la mitad del anticuerpo mientras que la
otra mitad existe en un LCF que solamente contiene
cantidades pequeflas de caligueamicina. Consecuentemente,
existe una necesidad critica de mejorar los métodos para
configurar farmacosg citotéxicos tales como las
caliqueamicinas a portadores que minimicen la cantidad de
agregacién y permitan una carga superior de farmaco
uniforme con un rendimiento significativamente mejorado del
producto conjugado.

Un ejemplo especifico es agquel del conjugado G5/44-
NAc- DMH gamma caliqueamicina gque se refiere como AcBut y
se muestra genéricamente en la figura 17. La reduccidén de
la cantidad de LCF hasta «<10% del anticuerpo total se desea
para el desarrollo de CMC-544 y se consideraron diversas
opcicnes para la reduccidn de los niveles de LCF. Otros
atributos del inmunoconjugado tales como el enlace de

antigenos y la citotoxicidad no se deben afectar por 1la
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solucidn final. Las opciones consideradas incluyen
modificacién fisica o genética del anticuerpo, las técnicas
de separacidén cromatograficas o la modificacidén de las
condiciones de reaccidn.

La reaccidén del anticuerpo G5/44 con la NAc-gamma-
caliqueamicina DMH AcBut O0OSu usando las condiciones de
reaccidén antiguas (condiciones del proceso CMA-676)
resultan en un producto con propiedades fisicas similares
(carga de féarmaco, LCF y agregacidn) como CMA-676. Sin
embargo, el altc nivel (50-60%) de LCF presente después de
la conjugacidn parece indeseable. Se determinaron
condiciones &ptimas de reaccidn a través de una metodologia
de disefio experimental estadistico en la cual las variables
de reaccidn claves tales como temperatura, pH, entrada de
un derivado de caligqueamicina y concentracidén de aditivos
ge evaluaron. El andlisis de estos experimentos demostrd
que la entrada de caliqueamicina y la c¢oncentracidén de
aditivos tuvo los efectos midg importantes al nivel de una
fraccién conjugada baja de un LCF y la formacidén 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 1la cantidad de
anticuerpo en la reaccidn. Se cambio en aditivo del acido
octanoico o su sal a una concentracién de 200 mM (proceso

CMA-676) al acido decanoico ¢ su sal a una concentracidn de
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37.5 mM. La reaccién de conjugacién avanzd mejor a una

temperatura ligeramente elevada (30-35°C) y a un pH de

(8.2-8.7). Las condiciones de reaccidn gue incorporan estos

cambios redujeron el LCF hasta debajo del 10% mientras se
incrementa la carga de caliqueamicina y se refiere de aqui

en adelante como una condicidén del proceso CMC-544 o

condiciones nuevas del proceso. Una comparacidén de los

resultados obtenidos con las condiciones del proceso CMA-

hTwJ

676 ge muestra en la tabla 1.

TABLA 1 COMPARACION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO éMA 676

g

O Ze e w »\W’
Y CMC-544 j:ijfj ﬁﬁm 7W
CONDICIONES/RESULTADOS |CONDICIONES DEL |CONDICIONES DEL
PROCESO CMA-676 |PROCESO CMC-544
Entrada de 3.0% (base en|8.5% (p/p)
caliqueamicina peso de polvo
p/p) )
Identidad del aditivo |Acido Acido
y temperatura de octanoico/sodio |decanoico/decanoato
concentracidédn octanoico; 200({de sodio; 37.5 mM
mM 26°C 31-35°C
PH 7.8 8§.2-8.7
Carga de 2.4-3.5 7.0-9.0
caligqueamicina
(porciento en peso por
el ensayo UV)
Fraccidn conjugada 45.65 % drea|<10%
baja (LCF) (antes de |[CLAR
la purificacién
Agregacidén (antes de |-5% «5%
la purificacidn) <2% <2%
Agregacidn (después de
la purificacién)

El incremento de entrada de caliqueamicina aumenta la

carga de farmaco por 2.5-3.0 por ciento en peso hasta 7.0-

9.0 (mas tipicamente 7.5-8.5) por ciento en peso, y resulta

en ningin incremento en la agregacidén de proteinas en la
reaccién. Debido a la reduccidn de agregado y de LCF, las
condiciones del proceso CMC-544 resultan en un producto mas

El CMC-544 se ha preparado de manera que se

homogéneo.
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reproduce por este nuevo procedimiento de conjugacidn a una
escala de anticuerpos de multigramos.

En las reacciones anteriores, la concentracidén del
anticuerpo puede ir desde 1 a 15 wmg/ml y la concentracidn
del derivado del caliqueamicina por ejemplo el ester de N-
Acetil gamma-caliqueamicina DMH AcBut O0Su (usado para
fabricar los conjugados que se muestran en la figura 17) va
desde alrededor de 4.5-11% en peso del anticuerpo. E1 co-
solvente fue el etanol para el cual se han demostrado los
resultados a concentraciones que van desde 6 hasta 11.4%
(base en volumen)}. Se efectuaron las reacciones en el &cido
PBS, HEPES, N- (2-hidroxietil) piperacino-N’ - (4-
butansul fénico) (HEPBS) u otra solucidn amortiguadora
compatible con un pH de 8 a 9 o una temperatura gue va
desde 30°C hasta alrededor de 35°C y para tiempos que van
desde 15 minutos a 24 horas. Aquellos gue son expertos en
la técnica pueden fadcilmente 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, Yy se entiende gue cualquier
portador particular de proteinas puede requerir algunas
alteraciones menores en las condiciones exactas o en la

eleccidén de aditivos para lograr los resultados Sptimos.

V. PURIFICACION Y SEPARACION DE CONJUGADOS.

Después de la conjugacidén se pueden separar 1los
conjugados monoméricos de los reactivos no conjugados (tal
como un portador proteinico y un farmaco citotdxico

libre/caliqueamicina) y/o la forma agregada de log conjugados
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por métodos convencionales por ejemplo cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC, por sus sgiglas en inglés),
cromatografia de interaccidén hidrofdbica (HIC, por sus siglas
en inglés) cromatografia de intercambio de icones (IEC, por
sus siglas en inglés) 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
citotéxico/caliqueamicina. En una modalidad preferida los
conjugados se purifican usando cromatografia de interaccidn
hidrofébica (HIC). En los procesos previamente usados para la
fabricacidn a escala de la produccién de los conjugados
anticuerpos de caliqueamicina/fdrmaco citotdéxico (proceso
CMA-676) la etapa tUnica de sgeparacidn posterior a la
conjugacién empleada fue cromatografia de exclusién por
tamaflo (SEC). Aunque esta etapa es bastante efectiva tanto
para retirar el conjugado agregado como para lograr el
intercambio de solucidén amortiguadora para la formulacidén es
ineficaz al reducir el contenido de LCF. Consecuentemente, el
proceso basado en SEC se soporta completamente en la quimica
de la reaccidn de conjugacién para controlar el contenido LCF
del producto final. Otra desventaja de SEC es la limitacién
del volumen de la mezcla de reaccidn de conjugados aplicada a
la columa (que 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 produccién)
que se puede soportar en un espacio de produccién dado.
Finalmente, el proceso de purificacién SEC también resulta en
una dilucidén importante de la solucidén de conjugado lo cual
coloca restricciones a la concentracién de proteina que se
puede lograr confiablemente en la formulacidn.

Cuando un farmaco citotdéxico tiene una naturaleza
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altamente hidrofébica tal como un derivado de caligueamicina
y se usa en un conjugado, la cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) es un candidato preferido para suministrar
una geparacién 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 dilucién
excesiva del producto.

Diversos medios HIC de alta capacidad adecuados para un
uso a escala de produccién tales como la butil, fenil vy 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 conjugacién.

VI. CONJUGACIONES Y FORMULACIONES

La presente invencidén también proporciona un proceso
para la preparacién de una composicidn/formulacidn
terapéutica o de diagndstico gque 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 fadrmaco
citotdéxico monomérico puede ser el dnico ingrediente activo
en la formulacidén/composicidn terapéutica o de diagndstico
se puede acompafiar por otros ingredientes activos que
incluyen otros ingredientes de anticuerpos por ejemplo las
cé&lulas anti-CDl9, anti-CD20, anti-CD33, anti-T,
anticuerpos anti-IFNy o anti-~LPS, o ingredientes que no son
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de anticuerpos tales como citocinas, 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
cdncer y gue se pueden usar juntos con los conjugados de
portador/derivados de farmacos citotdxicos de la presente
invencién incluyen interferones, inter leucinas tales como
la inter leucina 2(IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF.

Las hormonas usadas cominmente para tratar trastornos
proliferativog tales como el céncer y gque se pueden usar
junto con los conjugados de portador/derivados de féarmaco
citotdéxico de la presente invenciédn incluyen estrdgenos
tales como el dietilestilbestrol y estradiol, andrégenos
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-andrdgenos, esto es flutamida vy
agentes anti-adrenales se usan cominmente para tratar
trastornos proliferativos tales como el cancer y se pueden
ugsar junto con el conjugado portador/derivado de farmaco
citotdxico de la presente invenciédn.

Los agentes quimioterapéuticos/anti-neoplasticos usados
cominmente para tratar trastornos proliferativos tales como
el céncer y que se pueden usar Jjunto con el conjugado de
portador/derivado de férmaco citotdxico de la presente
invencién incluyen pero no ge limitan a adriamicina,
cisplatina, carboplatina, vinblastina, vincristina,
bleomicina, metotrexato, doxorubicina, fluorouracilos,

etopdsido, taxol y sus diversos andlogos y la mitomicina.
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Las composiciones deben comprender preferiblemente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un conjugado de la
invencién. El término “cantidad terapéuticamente efectiva”
como se usa en la presente ge usa como una cantidad de un
agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o evitar
una enfermedad o condicidén dirigida, o mostrar un efecto
terapéutico o© preventivo detectable. Para cualquier
conjugado, la dosisg terapéuticamente efectiva se puede
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 concentracidn adecuado y
la via de administracién. Tal informacidén se puede luego
usar para determinar dosis Gtiles 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. Egsta cantidad se puede determinar por
experimentacidén de rutina y esta dentro del juicio del
médico. Generalmente una dosis efectiva esgstaréd desde 0.1
mg/m’ a 50 mg/m?, preferiblemente 0.4 mg/m?’ a 30 mg/m?’ més
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 combinacién con
otros agentes, f4rmacos u hormonas. La dosis a la cual el
derivado de féarmaco c¢itotdxico monomérico/conjugado de

anticuerpo de la presente invencidn se administra depende
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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 condicidén 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 mas dosis por dia.
Alternativamente si la molécula de conjugado tiene una vida
media prolongada (por ejemplo de 2 a 15 dias) solamente
puede ser necesario darle una dosis una vez al dia, una ve:z
por semana © una vez cada uno o dos meses.

Una compesicién también puede contener un portador
farmacéuticamente aceptable para la administracidén del
conjugado del anticuerpo. El portador no debe en si mismo
inducir la produccidén de anticuerpos perjudiciales para el
individuo gque recibe 1la composicién y no deben de ser
téxicos. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas
grandes 1lentamente metabolizadas tales como proteinag,
polipéptidos, liposomas, polisacéridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminodcidos y particulas de
virus inactivas.

Se pueden usgar sgales farmacéuticamente aceptables por
ejemplo sales A&cidas de minerales como clorohidratos,
bromohidratos, fosfatos y sulfatos o sales de A&cidos
organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos y
bensoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en estas
composiciones pueden contener adicionalmente ligquideos tales
COomo agua, solucidn salina, glicerol v etanol.

Adicionalmente, substancias auxiliares tales como agentes
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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, céapsulas, liquidos, geles,
jarabes espesos o guspensiones para ingestién por el
paciente.

Las formas preferidas para la administracién incluyen
formas adecuadas para administracidén parenteral por ejemplo
por inyeccidén o infusién por ejemplo de inyeccidn de bolo o
infusidén continua. En donde el producto es para inyeccidn o
infusién, puede tomar la forma de una suspensidén, solucidn
o emulsién en un vehiculo aceitoso o acuoso y puede
contener agentes formuladores tales como agentes de
suspensioén, conservadores, egtabilizadores v/o
digpersantes.

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 reconstitucién antes
del uso con un ligquido estéril adecuado. Los problemas
asociados con la liofilizacidn de una solucidn de proteinas
estdn 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
liofilizacidén. En una modalidad el crioprotector Gtil en la

presente 1invencidén es un alcohol de agzlcar tal como
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alditol, manitol, sorbitol, inositol, polietileno glicol y
combinaciones de log mismos. En otra modalidad, el

crioprotector es un &acido de azlcar incluyendo un acido

Qan

aldonico, un acido uronico, un cido aldarico Yy
combinacionegs 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 mas grupos de
hidroxilos. Los carbohidratos pueden ser c¢iclicos o
lineales e incluyen por ejemplo aldosa, setosa, amino
azlcares alditoles, inositoles, &cidos aldénicos, &cidos
urdénicos, o acidos aldaricos o combinaciones de los mismos.
El carbohidrato puede ser un mono o di o policarbohidrato
tal como por ejemplo un disacdrido o un polisacérido. Los
carbohidratos adecuados incluyen por ejemplo
gliceraldehidog, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa,
xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosga, manosa, talosa,
heptosa, glucosa, fructosa, &acido glucédnico, sorbitol,
lactosa, manitol, metil -glucopiranosida, maltosa, &acido
igoagcdrbico, A&cido ascdrbico, lactona, sorbosa, A&cido
glucéarico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa,
gulosa, idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, =xilulosa,
psicosa, tagatosa, acido glucurénico, Aacido glucdnico,
dcido glucérico, acido galacturdnico, &cido manurénico,
glucosamina, galactosamina, sacarosa, trealosa o 4&cido
neuraminico o derivados del mismo. Los policarbohidratos
adecuados incluyen por ejemplo arabinanog, fructanos,

fucanos, galactanosg, galacturonanos, glucanos, mananos,

xilanos (tal como por ejemplo inulina), levano, fucoidano,
carragenina, galactocarolosa, pectinas, acido péctico,
amilosga, pululano, glicdgeno, amilopectina, celulosa,
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dextrano, pustulano, gquitina, agarosa, gueratina,
condroitina, dermatano, &acido hialurénico, &cido alginico,
goma xantana, 0 almidén. Entre los carbohidratos
particularmente T{tiles estédan la sacarosa, 1la glucosa,
lactosga, trealoga, vy combinaciones de log mismos. La
gacarosa es un crioprotector particularmente util.

Preferiblemente el c¢rioprotector de 1la presente
invencidén eg un carbohidrato o un alcohol de “azlcar” que
puede ser un alcohol polihidrico. Los compuesto
polihidricos son compuestos que contienen mids 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, gligerol, o}
pentaeritritol o combinaciones de los mismos.

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

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

Lag composiciones de la presente invencidn se pueden
administrar por cualquier numero de vias incluyen pero no
limitado oral, intravenosa, intramuscular, intra arterial,
intramedular intratecal, intraventricular, transdermal,
transcutdnea (ver publicacidén PCT No. W098/20734),
subcutéanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, toépica,
sublingual, intravaginal, o por vias rectales. También se
pueden usar hiporocios para administrar las composiciones

de la invencidén. Tipicamente las compogiciones se pueden
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preparar como inyectables ya sea soluciones o suspensiones
liquidasg. Las formas sdélidas adecuadas para solucidn en, o
suspensgién en vehiculos liquidos previo a la inyeccidn
pueden también prepararse.

La administraciédn directa de las composiciones se
efectuard generalmente por inyeccidén subcuténeamente,
intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente
o administrarse al espacio intersticial de un tejido.
También se pueden administrar las composiciones a una
lesidén. El tratamiento de dosis puede ser un esquema de
dosis sencilla o un esqguema de dosis miltiple.

Se apreciard que el ingrediente active en la
composicidén serd un conjugado portador proteinico/farmaco
citotdxico. Como tal serd susceptible a la degradacidn en
el tracto gastrointestinal. Asi, si se va a administrar la
composicidén por una via ugando el tracto gastrointestinal,
la composicidén necesitard contener agentes gue protejan al
conjugado de la degradacidén 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 invencidn 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 ademéds el uso de
CMC-544 en la manufactura de una composicidn o un
medicamento para un trastorno proliferativo caracterizado

por células que expresan CD22.
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CMC-544 también se puede usar en cualquier terapia en
la que se desee reducir el nivel de células que expresan
CD22 gue estén presentes en el sujeto que se trata con la
composicidén o medicamentos aqui descritos. Especificamente
la composicién 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. Esgstas células que expresgan CD22 pueden
estar circulando en el cuerpo o estar presentes en un
nimero indeseablemente grande 1localizado en un sitio
particular en el cuerpo.

También se puede ugar preferiblemente para el

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

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

linfocitog aguda (ALL) vy leucemia linfocitica crénica
(CLL) . CMC-544 se puede usar solo o en combinacidn con
otrog agentes bioactivos para tratar sujetos que padecen de
las malignidades de células B.

Los agentes bioactivos comlnmente usados incluyen
factores de crecimiento, citocinas y farmaco citotdxicos.
Los farmacos citotdxicos wusados cominmente para tratar
trastornos proliferativos tales como el cancer 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 nucledsido de purina
tal como citarabina, gemcitabina, trifluridina, ancitabina,

enocitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina,
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puromicina, tegafur, tiasofurina. Otros agentes

quimioterapéuticos/anti-neoplasticos que se pueden
administrar en combinacidn 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-
544 concurrentemente con algunos o mads de estos agentes
terapéuticos. Alternativamente se puede administrar
gecuencialmente 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
biocactivos 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, Yy procarbazina) ; CHOP

(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, y prednisona);

COP (ciclofosfamida, wvincristina, y prednisona); CAP-RBOP
(ciclofosfamida, doxorubicina procarbazina, bleomicina,
vincristina, Yy prednisona) ; m-BACOD (metotrexato,
bleomicina, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina,
dexametasona, Vv leucovorin); ProMACE-MOPP (prednisona,
metotrexato, doxorubicina, ciclofogfamida, etopdsido,
leucovorin, mecloetamina, vincristina, predniscona, v
procarbazina); ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato,
doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin,
citarabina, bleomicina, vy vincristina) ; MACOP-R

62

a2



(metotrexato, doxorubicina, ciclofogfamida, vincristina;
prednisona de dosis fija, bleomicina, y leucovorin); MOPP
(mecloetamina, wvincristina, prednisona, vy procarbazina);

ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, vy

dacarbazina) ; MOPP alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, y wvinblastina); vy
MOPP {(mecloetamina, vincristina, prednisona, y
procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, v
dacarbazina) ; v ChIVPP (¢lorambucil, vinblastina,
procarbazina, y prednisona). La terapia puede comprender

una fase de terapia de induccidn, una fase de terapia de
consolidacién y una fase de terapia de mantenimiento.
También se puede adminigtrar 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 sge
pueden administrar Jjunto con otros agente biocactivos vy
quimioterapéuticos como parte de un régimen de
quimioterapia de combinacidn para el tratamiento de
linfomas regresivos agresivos. Tal régimen de tratamiento
incluye IMVP-16 (ifosfamida, metotrexato y etopdsido), MIME
(gag de metilo, ifosfamida, metotrexato y etopdsido), DHAP
(dexametasona, citarabina de alta dosis, vy cisplatina),
ESHAP (etopdsido, metilpredisolona, citarabina de alta
dosis vy cisplatina) EPOCH (etopésido, vincristina vy
doxorubicina por 96 horas con dosis de bolo, de
ciclofosfamida v prednisona oral), CEPP(B) (ciclofosfamida,

etopdsido, procarbacina, prednisona, y bleomicina), CAMP
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(lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona), CVP-1
(ciclofosfamida, vincristina Yy prednisona) , CHOP-B
(ciclofosfamida, doxorubicina, wvincristina, prednisona vy
bleomicina), CEPP-B (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbacina y Dbleomicina) vy P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, c¢iclofosfamida y prednisona).
Los regimenes de tratamiento adicionales para linfomas
agresivos pueden incluir en la fase 1 una primera linea de
tratamiento con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina y prednisona)-rituximab (Rituxan™)- CMC-544
geguido 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 linfomas agresivos pueden
incluir una primera o segunda linea de tratamiento con un
conjugado de farmaco de anticuerpos CMC-544 en la fase 1
sequido en la fase 2 y en la fase 3 con CMC-544 y CHOP
(ciclofosfamida, doxorubicina, wvincristina y prednisona),
CMC-544 y COP (ciclofosfamida, wvincristina 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 sgeguido
enn la fase 2 y en la fase 3 (CMC-544 golamente o en
combinacién en regimenes con otrog tratamientos que
incluyen pero no se limitan a ESHOP (etopdsido,

metilpredisclona, citarabina de alta dosis, vincristina y
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cigplatina), EPOCH (etopésido, 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 gquimioterapia
de malignidades incluyendo regimenes gquimioterapéuticos de
combinaciones, dosisg, etc., se suministran en esta
solicitud se pueden encontrar en Cancer Principles and
Practice of Oncology, Eds. Vincent T. DeVita, Samuelo

6" Edition, Publishers:

Hellman, Steven A. Rosenberg,
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
estan en riesgo de un trastorno proliferativos
caracterizado por células que expresan CD22, el método
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de
CMC-544 de la presente invencidn.

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

alcance.

EJEMPLO 1
GENERACION DE ANTICUERPOS CANDIDATO
Se selecciond un conjunto de anticuerpos contra CD22 a
partir de hibridomas utilizando los siguientes criterios de

gseleccidn: enlace a c¢élulas Daudi, internalizacién en
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células Daudi, enlace a células mono nucleares de sangre
periférica (PBMC), internalizacidn sobre PBMC, afinidad
(mayor a 107°M), ratén yl1 y velocidad de produccidén. Se

gelecciond 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
preparacién del ARN para ello

Se generd el hibridoma 5/44 por tecnologi;
convencional del hibridoma después de la inmunizacidén de
ratones con proteina humana CD22. Se prepard el ARN a
partir de células hibridomas 5/44 usando un kit RNEasy
(Qiagen, Crawley, UK; Catalogue No. 74106). El ARN obtenido
se transcribidé de una manera inversa al ADNc, como se
degcribe a continuacidn.

b) Distribucidén de CD22 en los tumores NHL

Se efectud un estudio de inmunohistoquimica para
examinar la incidencia y distribucién de la tincién usando
los anticuerpos monoclonales 5/44 anti-CD22. Los
anticuerpos de control anti-CD20 y anti-CD79a sge incluyeron
en el estudio para confirmar las &reas B de tumores.

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

Yy los sistemas de clasificacidn REAL:
e 7 leucemia/linfoma linfobl&stico B (alto/I)

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

3 linfoma plasmacitoide/inmuno citoma (bajo/A)

1 célula de manto (Int/F)

e 14 linfomas de centro de foliculo (bajo hasta
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Int/D)
e 13 linfomas de células grandes difusas (Int hasta
alto/G,H)
e 6 gin clasificar (K)
e 2 linfomas de c¢élulas T
Cuarenta linfomas de c¢élulas B fueron positivos para
el antigeno CD22 con el anticuerpo 5/44 a 0.1 ug/ml y 6
adicionales se volvieron positivas cuando ge incrementd la
concentracién hasta 0.4 pg(ml. Para los 2 tumores de

células T restantes que fueron negativos a 0.1 pg/ml fueron
un tejido insuficiente que permanecid para probar a una
concentracidén superior. Sin embargo, la prueba en paralelo
con otro anticuerpo anti-CD22 designado 6/13 (Celltech,
Slough, UK) que dio una tensidén mids fuerte que 5/44 resulto
en todos los 48 linfomas de células B que tifieron positivo
para CD22.

Asi, es posible concluir que el antigeno (D22 se
expresan ampliamente en los linfomas de células B vy
suministra por lo tanto un objetivo adecuado para la
inmunoterapia en NHL.

c¢) Clonacidén de PCR de 5/44 Vy y Vi

Se sintetizaron secuencias de ADNc que codifican para
los dominios variables de las cadenas ligeras y pesadas
5/44 usando transcriptaza inversa 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 regidn B usando cebadores de
oligonucleoticos especificos por una reaccién de polimerasa
(PCR) .

1)Sintesis de ADNCc
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Se sintetizo el ADNc en un volumen de reaccidédn de
20pl que contiene los siguientes 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 ug 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 finalizdé la reaccidén al calentar a
95°C durante 5 minutos.

1i)PCR

Se sometieron las alicuotas del ADNc a PCR usgando
combinaciones de cebadores especificos para las cadenas
ligeras y pesadas. Los acumulados de cebador degenerado
diseflados para combinarse en log pares base con las
consecuencias conservadas del péptido de sefial se usaron
como cebadores delanteros. Estas secuencias contienen todas
en orden un sitio de restriccidén (Vy Sful; Vy Hindlll) que
parte de 7 nucledtidos desde sus extremos 5’, la secuencia
GCCGCCACC (SEQ 1ID) NO:50), para permitir una traduccidn
6ptima de los ARNm resultantes, un coddén de inicioc y 20 a
30 nucledtidos basados en las secuencias del péptido lider
de anticuerpos conocidog de ratdn (Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5*. Edition, 1991,
U.S. Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Institutes of Health).

Los cebadores 3’ se diseflan para cubrir la unidn de la
estructura 4 J-C del anticuerpo y contienen un sitio de
restriccidén para la encima BsiWl para facilitar 1la
c¢lonacidén del fragmento V; PCR. Los cebadores 3’ de cadena
pesada son una mezcla disefilada para abarcar la unidén J-C

del anticuerpo. El1 cebador 3’ incluye un sitio de
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restriccidén Apal para facilitar la clonacidén. La regidén 3’
de los cebadores contiene una secuencia mixta que se basa
en aquellas encontradas en los anticuerpos conocidos de
ratdén (Kabat et al., 1991, supra).

Las combinaciones de los cebadores antes descritos
permiten que los productos PCR para Vg y V. se clonen
directamente en un vector de expresidén adecuado (ver a
continuacidén) para producir cadenas ligera vy pesada
quiméricas (de ratdn y humano) y para gue se expresen esos
genes en células mamiferas para producir anticuerpos
antiquiméricos del isotipo deseado.

Se fijaron como sigue las incubaciones (100 pl) para
el PCR. Cada reaccidn contenia 10mM Tris-HCl pH 8.3, 1.5 mM
MgCl2, 50 mM KCl, 0.01% p/v gelatina, 0.25 mM de dATP,
dTTP, dCTP vy dGTP, 10 pmoles de mezcla de cebador 57, 10
pmoles de cebador 3‘, 1pl de ADNc y 1 unidad de polimerasa
Tag. Se incubaron las reacciones a 95°C por 5 minutos y
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 regién 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 determindé la
secuencia de ADN y sge tradujo para dar una secuencia
deducida de aminoacidos. Esta secuencia deducida se
verificé con referencia de la proteina en la terminal N

determinada experimentalmente. La figura 1 muestra la
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secuencia de los aminodcidos de los CDRs del anticuerpo
monoclonal de ratdn 5/44. Las figuras 2 y 3 muestran la
secuencia de proteina y ADN de las regiones V de cadena
ligera vy pesada maduras del ratdn monoclonal 5/44
respectivamente.

1iii) Clonacidén molecular de los fragmentos de PCR.

Las secciones de la regidn 5 murina luego se clonaron
en los vectores de expresidén pMRR10.1 y pMRR14 (figuras 7 y
8). Estos son vectores para la expresién de ADN gue
contienen cadenas ligeras y pesadas que codifican cadenas
constantes de la cadena ligera capa humana y la cadena
pesada gama-4 humana. La regidén Vy, se subclono en el vector
de expresidén por digestidén y ligacidn de restriccidn a
partir del wvector que forma secuencias usando ciclos de
restriccidn Sful y Bsiwl creando el plasmido
PMRR10 (544c¢L) (figura 8). E1 ADN de cadena pesada se
amplificé por PCR al usar un cebador 5’ para introducir un
péptido de seflal, ya que esto no se obtuvo en la estrategia
de clonacién-un anticuerpo de cadena pesada de ratdén lider
de un hibridoma diferente 1local (determinado 162) =se
empleo. El cebador 5’ tuvo la siguiente secuencia:
57 GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGGCACTC
ATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGTCTGGE3 ! (SEQ ID
NO:51) .

El cebador inverso fue idéntico a aquel usado en la
clonacién del gen Vyg. El producto regultante por PCR se
digirié en las enzimas HindIII y Apal, se subclond y se
confirmé su secuencia de ADN creando el plésmido
PMRR14 (544cH) (figura 7). La co-transfeccidn transitoria de
los vectores de expresidédn en las células CHO generd un

anticuerpo quimérico ¢5/44. Esto se logrd usando el
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reactivo de lipofectamina segln los protocolos del
fabricante (InVitrogen:Life Technology, Groningen, Paises

Bajos. Catadlogo no. 11668-027).

II. ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y LISINA
REACTIVA

Se obgervdé una secuencia del gitio de glicosilacidn
ligado en N potencial en CDR-H2, que tiene la secuencia de
aminoacidos en N-Y-T (Figura 3). El SDS-PAGE, la
inmunotransferencia Western y la tincidén de carbohidratos
de geles de 5/44 y sus fragmentos (incluyendo Fab) indica
que el sitio estaba de hecho glicosilado (no se muestra).
Ademés, se observdé 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 usd una estrategia PCR para introducir las
substituciones de aminodcido en la secuencia CDR-H2 en un
intento por retirar el sgitio de glicosilacidn y/o la lisina
reactiva como gSe muestra en la figura 4. Los cebadores
delanteros que codifican la mutaciones N55Q, T57A o T57V se
utilizaron pare retirar el sitio de glicosilacidn (figura
4) y un cuarto cebador delantero que contiene la
substitucién K60R, se generd para retirar el residuo
reactivo de ligina (figura 4). Se utilizé 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 insertaron en pMRR14 (544cH)
(también desdoblado con Xbal vy Apal) para generar 1los

plasmidos de expresidén que codifican estos mutantes. Las
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mutaciones NG55Q, T57A y T57V hacen ablacién del sitio de
glicogilacidén al cambiar la secuencia de aminodcidos fuera
del consenso N-X-T/$ mientras que la mutacién K60R
reemplaza la lisina potencialmente reactiva con un residuo
de arginina similarmente cargado de forma positiva. Los
plasmidos variantes resultantes cH se cotransfectan con el
plédsmido cL para generar variantes de anticuerpo quiméricos

expresados.

III. EVALUACION DE LAS ACTIVIDADES DE LOS GENES QUIMERICOS

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

Las afinidades del 5/44 quimérico 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 CD22-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 Ch22mF¢  por medio  del Fc anti-ratdn
inmovilizado. El1 anticuerpo estaba en fase soluble. Se
inyectaron muestras estdndares y controles (50ul) sobre Fc
anti-ratén inmovilizado seguido por un anticuerpo en la

fase soluble. Después de cada ciclo se regenerd la

superficie con 50ul de 40mM de HCl a 30pl/min. Se efectud
el anélisis cinético usando el sgoftware BIAevaluation 3.1
(Pharmacia) .

El retiro del sitio de glicosilacidn en el constructo

TS57A resultd en una velocidad activa ligeramente mas rapida
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y una velocidad inactiva ligeramente mé&s lenta en
comparacidén con el quimérico 5/44, dando una mejora de
afinidad de aproximadamente 5 veces. La mutacidn N55Q no
tuvo efecto en la afinidad. Este resultado fue inesperado
va que sugiere que la eliminacidén del carbohidrato mismo no
tuvo aparentemente un efecto en el enlace (como con el
cambio NSSQ). Se observd la afinidad mejorada solamente con
el cambio TS7A. Una explicacién posible es que
independientemente de la presencia del carbohidrato, la
treonina en la posicién 57 ejerce un efecto negativo en el
enlace que se elimina en la conversidén de la treonina a la
alanina. La hipdtesis de que el tamafio pequefioc de la
alanina es importante y gque 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 posicidn 57 no es benéfico (ho se
muegtran los resultados).

La eliminacidén del residuo de lisina por la mutacién
K60R tuvo un efecto neutro en la afinidad esto es, la
introducciédn del residuo de arginina elimina un gitio
reactivo potencial sin comprometer la afinidad.

Las mutaciones para la eliminacién del sitio de
glicogilacidén y para la eliminacién de la lisina reactiva

se incluyeron por lo tanto en el disefio de humanizacién.

EJEMPLO 2
INJERTO POR CDR DE 5/44
La clonacién molecular de los genes para las regiones
variables de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo
5/44 y su ugo para producir anticuerpos gquiméricos 5/44

(ratdn/humano) se ha descrito arriba. Las secuencias de
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nucledtidos y de aminocdcidos del ratdén en los dominios 5/44
VL ¥y VH ge 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 segin el

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

I. INJERTO CDR DE LA CADENA LIGERA 5/44

La alineacién 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 JK1.

Una comparacidén de las secuencias de aminodcidos 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 posicidén se hizo un andlisis del potencial del residuo
de murina para contribuir con el enlace de antigenosg ya sea
directa o indirectamente a través de los efectos en el
empague © interfaz Vy/Vy. Si se considera importante un
residuo de murina y es suficientemente diferente del
regiduo humano en términos de tamafio, polaridad o carga,
entonces se conserva el residuo de murina. Con base en este
andlisigs dos versiones de la cadena ligera injertada por

CDR que tienen las secuencias dadas en SEQ ID NO:19 y SEQ
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ID NO:20 (Figura 5), se construyeron.

II. INJERTO CDR DE LA CADENA PESADA 5/44

El injerto CDR de 1la cadena pesada 5/44 se logrd
ugando la misma estrategia como se describe para la cadena
ligera. El dominio V de la cadena pesada 5/44 se encuentra
que eg homdélogo a 1las cadenas pesadas humanas qgue
pertenecen al subgrupo 1 (70% de identidad de secuencias) y
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
regién J humano JH4.

Una comparacidén 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 posiciones 22. El1 andlisis 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, gue 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 disefilaron genes para codificar las secuencias
injertadas gHl y gLl, y una serie de oligonucledtidos de
traslapes se diseflaron y 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 100pl que contienen 10 mM Tris-HC1

pH8.3, 1.5 mM MgCl2, 50 mM KCI, 0.001 % gelatina, 0.25 mM
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de dATP, dTTP, d4dCTP, vy dGTP, 1 pmol cada uno de 1los
cebadores internos (Tl, T2, T3, Bl, B2, B3), 10 pmoles de
cada uno de los cebadores externos (Fl, R1l), y una unidad
de polimerasa Tag (Amplitaqg, Applied BioSystems, catalogo
no. N808-0171). Los parametros 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
reaccidén en un gel de agarosa al 1.5%, se exXtirparon y
recuperaron usando lag columnas de giro QIAGEN (kit de
extraccidén con gel QIAquick no. de catdlogo 28706). Se
eluyé el ADN en un volumen de 30 pl. Las alicuotas (1 pl)
del ADN gHl y gLl luego se clonaron dentro del vector de
clonacidén InVitrogen pCR2.1 TOPO (catdlogo no. K4500-01) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este vector
que no es de expresién sirve como un intermediario de
c¢lonacién para facilitar la formacidén de sgecuencia de un
gran nimero de cloneg. Se ugd la formacidn de secuencias de
ADN usando cebadores egpecificos del vector para
identificar los clones correctos que contiene gHl vy gLi,
creando plasmidos pCR2.1 (544gHl) 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 gh2. La figura 13 muestra el disefio de losg casetes
de los oligonucledtidos. Para construir cada variante el
vector pCR2.1 (544gHl) o pCR2.1(544gll)) se corta con las
enzimas de restriccidn mostradas (Xmal/Sacll para la cadena
pesada, Xmal/BstEll para la cadena ligera). El fragmento
del vector grande se purificd con gel a partir de agarosa y
se usd en el ligamiento con el casete de oligonucledtido.
Estos casetes estan compuestos de dos oligonucledtidos
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complementarios que se muestran en la figura 13, se mezclan
a una concentracidén de 0.5 pmoles/pl en un volumen de 200

pl 12.5 M Tris-HC1 pH 7.5, 2.5 mM MgCl, 25 mM NaCl, 0.25 mM
ditioceritritol. La combinacidén de los pares base se logra
al calentar al 95°C por 2 minutos un bafio de agua (volumen
500 ml) luego se deja que la reaccidn se enfrie lentamente
hasta temperatura ambiente. El casete de oligonucledtido
combinado en sus pares base luego se diluye 10 veces en
agua antes de la 1ligacién en el ~vector de corte
adecuadamente. Se usd la formacidén de secuencias de ADN
para confirmar la secuencia correcta al crear los plasmidos
pCR2.1 (5/44-gH4-7) y pCR2.1 (5/44-gL2). Las secuencias
injertadas verificadas luego se subclonaron en los vectores
de expresién pMRR14 (cadena pesada) y PMR10.1 (cadena

ligera) .

IV. ACTIVIDAD DE ENLACE DE (D22 DE LAS SECUENCIAS
INJERTADAS EN (DR

Los vectores que codifican las variantes injertadas se
cotransfectaron en c¢élulas CHO en wuna diversidad de
combinaciones junto con las cadenas de anticuerpo quimérico
original. Se compard la actividad de enlace en un ensayo de
competicidn, al competir el enlace del anticuerpo 5/44
original de ratdédn para el enlace a la c¢élula Ramos
(obtenida de ATCC, una linea celular de 1linfoblasto de
linfoma de Burkitt que expresa la superficie CD22). Este
ensayo se consgiderd 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 15,
Comc se puede observar hay muy poca diferencia entre

alguncs de los injertos todos efectuados més efectivamente
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que el quimérico al compartir contra el precursor murino.
La introduccidn de los tres residuos humanos adicionales al
final de CDR-H3 (gH5 y gH7) no parece haber afectado el
enlace.

La combinacién de injerto con el nimero menor de
regsiduog de murina gLlgH7 se selecciond. El injerto de
cadena ligera gLl tuvo 6 residuos de donador. Los residuos
V2, V4, L37 v Q45 son residuos de empaque potencialmente
importantes El regiduo H38 estd en la interfaz Vu/V.. El
residuo D60 es un residuo de superficie cercano a CDR-L2 y
puede contribuir directamente al enlace de antigeno. De
egtos 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 1la definicién
estructural usada en el injerto de CDR (ver Adair et al.
(1991), solicitud PCT No. W091/09967)). Log residuos El vy
A71 son residuos de sguperficie cercanos a CDR. El residuo
148 es un residuo de empaque potencial. El residuo T93 esta
presente en la interfaz Vy/Vy. De estosg residuos, E1 y A71
ge encuentran en otros genes de linea germinal del subgrupo
humano 1. El1 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 la
cadena ligera y de la cadena pesada, incluyen una posicidn
aproximada de intrones dentro de los genes de resgidn
congtante 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
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ID NO:30, respectivamente, para la cadena pesada.

El ADN gque codifica estos genes de cadena ligera y
pesada se extirpd de estos vectoreg. E1 ADN de cadena
pesada se digirid en el sitio 5° Hindlll, luego se tratd
con el fragmento Klenow de la polimerasa de ADN de E. coli
I para crear el extremc c¢on puntas romas 5'. El
desdoblamiento del sitio 3’ EcoRI resgsulta en fragmentos de
cadena pesada que se purificaron a partir de geles de
agarosa. De la misma manera se produjo un fragmento de
cadena ligera, cerrado en puntas romas en el gitio 5/Sful vy
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-CGAMMA CALIQUEAMICINA DMH ACBUT AL
ANTICUERPO HUMANIZADO ANTI-CD22 (G5/44)

En una reaccidén tipica de conjugacidn, el
anticuerpo humanizado anti-CD (G5/44) se conjugd a
Nac-gamma caligueamicina DMH AcBut O0OSu (derivado de
caliqueamicina) (ver figura 17), en donde la
concentracién de la proteina objetivo fue de 7.5
mg/ml y la carga del derivado de caligqueamicina fue
de 8.5 por ciento en peso de la proteina. La reacciédén
objetivo en su pH fue 8.5 t 0.2, vy las
concentraciones objetivo de los otros componentes de
reaccidén fueron como sgiguen: 50 mM del acido N- (2-
Hidroxietil)piperazina-N’- (4-butansulfdénico) (HEPBS) ,
37.5 mM de decanocato de sodio, y 9% v/v de etanol

total. Se efectué la reaccidn a 33° + 2°C durante 1
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hora. Los resultados del anédlisis de esta reaccidn
tipica previo a la purificacidén fueron como sigue:
Proteina: 7.34 mg/ml; carga de caligueamicina: 82.7
pg/ml; agregado: 93.25%; vy proteina no conjugada
(LCF); 1.07% (UV &4rea % por CLAR).

El efecto de diversos tensgocactivos 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
corrieron reacciones en donde todo se mantuvo constante
excepto para el aditivo y su concentracidén. Los
conjugados producidos a partir de estas reacciones se
analizaron para concentracidén de proteinas, carga de
caliqueamicina, contenido de agregados vy LCF. Aungue
todos los &cidos n-carboxilicos en el rango del Cg
(hexanoato) al Cq, (dodecanoato) dieron resultados
aceptableg, los mejores resultados globales (bajo LCF,
bajo agregado, vy alta recuperacidédn del conjugado
monomérico sge obtuvieron con decanocato en un rango de

concentracidn de 30 mM a 50 mM.
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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
(% de
recuperaciodn)
Hexanoato-500 oM 51.3 3.36 38.3
Heptanocato-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
Decancato-50 mM 56.7 1.35 0.2
Undecanoato-20 mM 46.9 2.95 0.6
Dodecanoato-5 mM 65.6 0.78 7.0
EJEMPLO 4

PROCESO DE PURIFICACION CROMATOGRAFICA
I. PROCESO DE SEPARACION CROMATOGRAFICA

Aunque se identificd el flujo rédpido 4 de butil
gefarosa como los mejores medios HIC, se pueden obtener
resultados aceptables con alteracicones ligeras en las
condiciones cromatogradficas usando otras resinas tales como
el flujo de répido de octil sefarosa, PPG-600C (Tosoh
Biosep), Fractogel EMD Propyl (EM Procegsing) y Source
15I80 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

El material de partida para la purificacién fue una
mezcla de reaccidédn de conjugacidn 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
drea por CLAR), y un contenido LCF de 5.6% (por ciento de
drea por CLAR).
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Después de que se finalizd la reaccidn de conjugacidn,
se diluyd 4 veces la mezcla de reaccién por la adicidn de
una solucidn de fosfato de potasio hasta una concentracién
de 0.7 M (pH 8.2). Después de mezclar, la solucidn se
filtré a través de filtros de 0.45-micras. La solucidn
diluida se cargd en una columna de flujo rapido de butil
gsefarosa 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 eluydé 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 acumuladoe 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 que consiste de 20
mM tris-Cl y cloruro de sodio 100 mM a un pH de 8.0. La
preparacidn, CMC-544 intercambiada con amortiguador
purificada tuvo las siguientes propiedades: carga de
caliqueamicina: 81 ug/mg; agregado: 0.4% (Area por CLAR)

LCF: 0.8% (4rea por CLAR).

EJEMPLO 5
ANALISIS DEL ENLACE DEL INMUNOCONJUGADO NAC-GAMMA
CALIQUEAMICINA DMH ACBUT-G5/44 (CMC-544)

El inmunoconjugado del anticuerpo humanizado anti-CD22
(G5/44), con caliqueamicina (CMC-544) generado por el
proceso anterior de conjugacidén se analizd en un estudio de
enlace para determinar si el conjugado generado usando el
proceso mejorado tuveo alglin efecto adverso en el enlace de
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antigeno. La tabla 3 muestra que el procedimiento de
conjugacién no tiene ningin impacto en 1la afinidad de
enlace de antigeno del anticuerpo. El inmunoconjugado CMC-
544 hecho por el nuevo o anterior procedimiento de
conjugacidédn enlazado al antigeno objetivo con afinidades
similares, que no difieren de aquella del anticuerpo 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 Kp (M) Ka (1/M) | Kg (1/s) |Ka (1/Ms) | Porcentaje

Anti-CD22 LCF

G5/44 1.30x10°*°|7.90x10° | 2.80x107° | 2.20x10° 100

humanizado

CMC-544 (21 | 1.20x10° %[ 8.10x10°[6.10x10°°] 4.90%10° 25

pg/ml)

{(procedimiento

CMA-676)

CMC-544 (87 |1.50x107%°|6.60x10°|6.90x107°| 4.60x10° 3.3

Hg/ml)
(procedimiento

CMC-544)

El andligis de biosensor se efectud usando un BIAcore
2000 (BIAcore AB, Uppsala, Suecia). Se inmovilizé de forma
covalente el CD22mFc en una microplagqueta biosensora
recubierta con carboximetil dextrano activada c¢on N-
hidroxisuccinimida (CM5) usando una gquimica de acoplamiento
de aminas estadndar a una densidad de proteinas de

aproximadamente 2000 unidades de resonancia. Se diluyeron
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las muestras de (CMC-544 o (5/44 en la solucidn
amortiguadora HBS (10 mM HEPEs, pH 7.4, gue contiene 150 mM
NaCl, 3 mM EDTA y 0.005% polisorbato 20 (v/v)) vy se
inyectaron en un rango de concentracién de 1 a 100 nM
durante la superficie de microplaquetas de Dbiosensor

recubiertas con CD22wFc a una relacidn de flujo de 30

pl/min durante 3 minutos para permitir el enlace. Después
de 1la fase de enlace, se observdé la disociacidn del
anticuerpo enlazade a la lavar la microplagueta con
disolucidén amortiguadora HBS durante un periodo de 15
minutos. Se regenerd la superficie antigénica al lavar la
microplaqueta sensora con 15 pnl de la solucidn
amortiguadora de regeneracién (10 mM NaOH y 200 mM NaCl)
durante 30 segundos, seguido por un tiempo de
estabilizacidén de 2 minutos antes del siguiente ciclo. Se
calcularon las constantes cinéticas con un anélisgis de
regresién de minimog cuadrados no lineales usando un modelo
de ajuste de curvas de enlace de 1:1 Langmuir y un programa
de BIA evaluacidn (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
regsultados de los analisis cinéticos de los enlaces de CMC-
544 y G5/44 a (CD22mFc muestran que después de que se
ajustaron globalmente los datog a un modelo de enlace de
1:1 Langmuir con compensacidén 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 235  pM). La conjugacidén a la
caliqueamicina no impactdé la capacidad de G5/44 para

enlazarse efectivamente a CD22mFc.
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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 caligueamicina CMA-676
(gemtuzumab ozogamicin) se usaron como controles que
coinciden con el isotipo en esta evaluacidén. El1 Rituximab
(RituxanTM), wun mAb D20 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. El 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
TgG4 policlonal humano consistente con su falta de
expresién de (D33 (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 ninglin enlace a las células de
leucemia CD22° (D33 HL-60 (no se muestran los datos).
Estos resultados sugieren que la conjugacidn de G5/44 con
caligqueamicina no afecta su especificidad de antigeno. CMC-
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
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Ramos, se compararon. Un conjugado de caligueamicina que
coincide con el isotipo dirigido al CD33 humano (CMA-676)
se usd 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 hidrdlisis acida) en esta evaluacidén indica gue cada
una de estas lineas celulares usadas fue sensible a los
efectog letales de la caliqueamicina. La tabla 4 muestra
los resgultados de estas evaluaciones con base en la
equivalencia de la caliqueamicina y la tabla 5 muestra
egstos resultados expresados como las concentracioneg de la
proteina de anticuerpos c¢onjugados. La administracién
mediada por CD22 de la caliqueamicina a las células CD22V
fue al menos 10 veces mds eficiente al exterminar las
células objetivo que el farmaco sin conjugar mismos. El
conjugado de control que coincide con el isotipo (CMA-676)
mostrd citotoxicidad que fue menor o gimilar a la del
derivado de caliqueamicina sin conjugar. Es evidente de la
tabla 4 que el conjugado hecho por el proceso de
conjugacién CMC-544 puede generar un efecto citotdxico
equivalente a concentraciones inferiores de anticuerpos gue

el conjugado hecho por el proceso de conjugacidn CMA-676.
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TABLA: 4 INHIBICION DEL CRECIMIENTO POR CALIQUEAMICINA
CONJUGADA (ICsy Pm de Caliqueamicina)
Lineas de |Proceso Proceso Control |N-acetil gamma
linfoma de|CMC-544 CMA-676 negativo |caliqueamicina
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
TABLA 5: INHIBICION DEL CRECIMIENTO DEL ANTICUERFO
CONJUGADO
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(ICso pg/mL DE ANTICUERPO)

Lineas de |Proceso Proceso Control |Control de
linfoma de|CMC-544 CMA-676 negativo |anticuerpo
células B carga CMC-|carga CMC-|CMA-676
544: 544: carga
65uG/MG 35uG/MG 35uG/MG
RL H#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 vivo:

CMC-544
células B.

células B,

se evalud ademas

en xencinjertos

CMC-544 hecho por

de

En estos estudios dos tumores de

RAMOS v RL se utilizaron.

el proceso
linfoma de

linfoma de

El linfoma RL es una

linea celular derivada de NHL gue no es Burkitt mientras

que RAMOS se derivo originalmente de linfoma Burkitt.

En

una experimento representativeo que se muestra en la figura

18,
mostrd que
dependiente

de

fueron

la

células B RAMOS.

eficaces

dosis

al

el

inhibir

en

crecimiento de

CMC-544 y su contra parte del anticuerpo de murina se

una forma

linfoma de

El conjugado del anticuerpo humanizado se mostrd que

era mas

estudico la dosis menor de

capas de

potente

provocar

que

uria

su

contraparte

inhibicidn

importante

murina.

En este

conjugado de caliqueamicina

en el
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crecimiento de linfoma fue de 10pg/kg del Nac-gamma
caligqueamicina 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 utilizando el modelo
de linfoma RL. La tabla 6 muestra en an&lisis combinado de
tres experimentos diferentes en 1los cualegs los efectos
antitumor de CMC-544 ge evaluaron en los tumores RL NHL con
etapas de 300-400mg en tamafio en ratones desnudos. El1 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 ge establecid de andligis 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 pg/kg) de CMC-544
provocaron una regresidédn casl 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

Dogis de Crecimiento de $ T/C? Valor P contra
caliqueamicina tumor medio vehiculo
LG/ 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

1 crecimiento de tumor relativo (RTG) calculado como (masa de
tumor en la semana 3/maga de tumor al dia 1) para cada animal
> 100* (RTG media para una dosis de CMC-544 / RTG media para
el grupo de vehiculo)

* 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 S°

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

.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 los
modelos de linfoma RAMOS y RL también se investigd. Se
dejaron crecer los tumores y dejaron etapas hasta 1.5 o 2g
de la masa de tumor después de lo cual se administrd CMC-
544 o un control negativo en conjugade gque coincide con el
isotipo (CMA-676) intraperitonealmente a una dosis de
160pug/kg de caligqueamicina conjugada manteniendo el
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programa original de dosificacidén los dias 1, 5 y 9. El
mismo programa de dosificacidn ge wostrd previo para
provocar una regresidén de larga duracidén en los tumores en
pequeflas etapas (ver tabla 6). Como se muestra en la figura
19, la administracidn de CMC-544 a los ratones que soportan
linfomas RAMOS grandes provocaron una regresidén gradual de
la masa de linfoma persistente y para el dia 20 tres de los
cuatro ratones gque tenfan tumores estaban libres de
tumores. Al observar estos ratones liberados de los tumores
hasta el dia 50, no indicé ningln 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 gue soportan
tumores grandes tratados con CMA-676 se tuvieron due
sacrificar anteg del dia 15 debido a que su carga de
tumores estaba cercana al 15% de su peso coxrporal.

Se usd un experimento similar wusando CMC-544 en el
modelo de linfoma RL. La administracidén intraperitoneal de
160ug/kg a una dosis de >90% en un programa similar como se
describe antes provocd una regresidn 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.
Estog resultados indican que el CMC-544 puede provocar
regresidn de linfomas pequefios establecidos asi como
grandes. En un nimero pequefio de estudios que no se
muestran agui, los linfomas RL gue volvieron a c<crecer
egporaddicamente después de la regresidn inicial inducida
por CMC-544 se volvieron a tratar nuevamente con CMC-544.
Estos estudios mostraron que los tumores RL todavia eran
responsables en un segundo curso de tratamiento con CMC-544
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y regresaron nuevamente. Asi el tratamiento con CMC-544
puede ser efectivo contra masa pequeflas y grandes de los
linfomas de células B con el potencial de una terapia de

repeticidn.

II. COMPARACION IN 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 dosig diferentes (80 y 320ug/kg de

caliqueamicina conjugada) de CMC-544 hecha wusando el
proceso de conjugacidn 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 caligqueamicina de DMH sin conjugar administrada
intraperitonealmente a 160ug/kg fue inactiva. S5in embargo,
se debe enfatizar gue 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 procesos CMC-544. Ya que el
contenideo de caligueamicina 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 wusando cantidades mucho mas pequefla 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 fraccidén 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 célula B gque crecen después de la
descontinuacidén del tratamiento con rituximab anti-
CD20, 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®) contintia, se inhibe
el crecimiento del 1linfoma RL. Una vez dJue cesa la
terapia de rituximab (Rituxan®), los linfomas RL c¢recen
rapidamente hasta ei tamafio 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 estédn 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 gue
podrian solo inhibir por la dosificacidén 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 C(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
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hP67.6 (1gG4) con caliqueamicina enlazada a AcBut, y a
rituximab (Rituxan®), un IgGl anti-CD 20 maAb qﬁimérico,
(IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA.), gue esta
comercialmente disponible y se adquiere de Medworld
Pharmacy (Chestnut Ridge, NY). Se usan los siguientes
anticuerpos en 1los estudios de domino enlazados a

G5/44: BU1l2 (Celltech, Slough, RU); BLCAM, HD239 (Santa

Cruz Biotech, san Cruz, CA); RFB-4 (Ancell Corp,
Bayport, MN) ; SHCL-1, Leu 14 (BRecton 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 estudicos de
blogqueo fueron SJ10 (Immunotech, Fullerton, Ca) v
M17.1.1, M18.1.1, M38.1.1 (Celltech, S8lough, RU). Las
lineas celulares para los estudios incluyen linea de
célula de linfoma Burkitt que incluyen Ramos (CRL-1923)
y la linea de célula de linfoma no de Hodgkin (NHL) RL
(CRL-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 vreaccidédn de cadena de
polimerasa (ATCC, Manassas, VA). Las lineas celulares
se mantienen como cultivos de suspensidén en un medio
RPMI m&s FBS al 10%, HEPES 10mM, piruvato de sodio 1
mM, glucosa al 0.2%, penicilina G sgodio 100 U/ml, vy
sulfato de estreptomicina 100 pg/ml.

Se evalla si el G5/44 puede o no inhibir el enlace
de mAbs de murino de especificidad conocida al CD22 por
anédlisis BIAcore usando Fc¢-CD22 inmovilizado a la
microplaqueta BIAcore CM5. Las unidades de resonancia
de plasmédn de superficie (RU) obtenidas con vy sin
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saturacidén previa del Fc-CD22 inmovilizado con G5/44 se
comparan. Se realiza un andlisis de interaccidn
biomolecular usando BIACORE 2000. Los anticuerpos se
pagan sobre una superficie de control en blanco (flujo
celular 1, girve como un control, no se acopld
proteina) vy la superficie de prueba de Fc-CD22 (flujo
celular 2) inmovilizado- en una microplagueta 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

G5/44 (100 pg/ml) antes de la introduccidn de mnmAbs
murino contra CD22 que se ha caracterizado previamente
para su enlace. Inmediatamente durante la medicidén de
la respuesta G5/44, los mAbs anti-CD22 de murino se
tratan por perfusidén individualmente s8in remover el
G544 . La segunda respuesta combinada generada debido al
enlace del mAb anti-CD22 murino al CD22 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
serdn aditivas. Si el enlace de G5/44 a CD22 interfiere
con o 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 relacidén” de la interaccidn G5/44:CD22.

El G5/44 bloguea el enlace de gbélo aguellos
anticuerpos gue enlazan al epitopo A/dominio 1 tio Ig
de CD22 (SHCL1 Leu 14 y HD239), lo gque indica que G5/44
también se enlaza en este dominio de (CD22. los
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anticuerpos que se enlazan al epitopo B/dominioc tipo Ig
3 de CD22 (RFB-4), epitopo C(dominio tipo Ig 4 de CD22
(To 15) y dominio 2 tipo Ig de CD22 (4KB128), no sge
bloguean por G5/44. Estosg 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
aquellos mAbs anti CD22 gue reconocen el primer dominio
tipo Ig 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
G5/44, 1inhibe el enlace de G5/44, y sirve comoe un
control positivo. El anticuerpo BUl2 anti CD19 sirve
como un control negativo en estas evaluaciones. Los

resultados se resumen en la Tabla 7.
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TABLA 7: ENLACE DE M/AB ANTI-CD22 DE MURINO CON
ESPECIFICIDADES DEFINIDAS PARA FC-CD22 PREVIAMENTE TRATADO
CON G544 . RESPUESTA DE ENLACE EXPRESADA COMO UNIDADES DE
RESONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE (RU).
Anticuerpo| Dominio |Respuesta|Respuesta| Respuesta |Respuesta| Enlace [Inhibicién
Ig de 1l con |1 después 3 3 del 2do | por G544
Epitopo (G544 del 2do | (Respuestal| ajustada | mAb sin (%)
de CD22 mAb anti- 2-1) para Go44
CD22 relacién | ajustado
“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
HD23%
Antli (D22 ? 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
RFB-4 3
Anti CD22 ? 691.0 1343.5 652.5 736.0 738.8 0
4KB128 2
anti D22 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 54
M 5/44 | positivo
Anti (D19 | Control 686.2 602.7 -83.5 0 0 0
BU12 negativo

Al usar mAbs de murino de esgpecifigidad conocida para

dominio individuales para CD22,

la capacidad de G5/44 para

blogquear 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
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también. En estos estudios, se exponen primero 1 x 10°

células Ramos al anticuerpo anti-CD22 murino (10 pug/ml de
(35/44 humanizado o anti-CD22 monoclonal de ratén) durante 1
hora a 4°C antes de la exposicidén 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-ratén
de cabra-FITC (cadena pesada y 1ligera)) a 1001 de una
dilucidén 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 dque
contiene 250 pl de PBS-formaldehido al 1%. Se mide la
intensidad de fluorescencia asociada con las células por
citometria de flujo wusando el citdémetro de flujo BD
FACSort.

Los resultados muestran que la exposicién previa de
G5/44 a células CD22+B resgulta en la inhibicién importante
del posterior enlace de mAbs anti-CD22 MS5/44 y M6/13. En
contraste, el enlace de mAbs RFB4 anti-CD22, TolS5, HD239, y
4KB a células B no se inhibe por G5/44. La carencia de
inhibicién importante de HD239 enlazado a las células B por
G5/44 como ge detecta por citometria de flujo fue
inesperada, especialmente desde que el andlisis BIAcore
indica que G5/44 puede bloguear el enlace de HD239 a CD22.
La carencia de inhibicidén fuerte de HD239 enlazado por
G5/44 puede explicarse con base en las diferencias en sus
afinidades relativas para CD22. Cuando los mAbs anti-CD22
de murino anteriores se examinan para su capacidad para

inhibir el enlace de G5/44 a c¢élulas B CD22+, SHCL1 vy
o8
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