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Re: P1.-WYETH HOLDINGS CORPORATION.-Solicitud de Patente de
Invencion en Fase Nacional PCT para "CONJUGADOS PORTADORES DE
DERIVADOS DE CALTQUEAMICINA".-Clase A61K 39/395.-
Expediente nimero_04-109,443.-

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacién en lista de 2
de Octubre de 2009, y a mi memorial de plazo de 21 de Diciembre de 2009.

2. Con el fin de responder las objeciones presentadas por el Sefior Examinador en
su Concepto Técnico No. 2968 bajo los acdpites de Claridad del Capitulo
Reivindicatorio, y Nivel Inventivo, me permito dirigir su atencién a las siguientes
modificaciones y argumentos técnicos, por medio de los cuales se superan

completamente dichas objeciones.
3. T VI L

En primera instancia, y antes de entrar a discutir los argumentos técnicos y las
modificaciones que permiten superar las objeciones anteriormente mencionadas, me
permito manifestar a ese Despacho que es deseo del'solicitante presentar una
solicitud divisional que tiene como objeto composiciones que comprenden
conjugados de derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo actualmente
reclamados, de forma que la solicitud original esté dirigida a reivindicar en forma
particular solo las realizaciones preferidas que se éncuentran bajo el alcance de la
presente invencion.

Por lo tanto, debidamente autorizado por el solicitante, y de conformidad con el
Articulo 36 de la Decisién Andina 486 de 2000, el Articulo 7 del Decreto 2591 de 13
de Diciembre de 2000 y el Articulo 11 de la Resolucién No. 00210 de 15 de Enero de
2001, se ha dividido la presente solicitud de patente en dos (2) solicitudes, a
saber;

(1) Una solicitud original compuesta por 45 reivindicaciones que
encuentran su sustento en la descripcion y en el capitulo reivindicatorio

originalmente presentado a ese Despacho con la presente solicitud
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nimero 04-109.443, y que corresponden especificamente a las
reivindicaciones 1, 4, 5, 7, 9, 11 a 13, 15, 18 a 21, 23, 24, 26 a 32,
36, 38 a 50, 57, 58, y 60 a 66 que actualmente se encuentran bajo
estudio, sobre las cuales se han hecho modificaciones con el fin de
superar las objeciones de claridad de la solicitud hechas por el Sefior
Examinador, tal como se expondra mas adelante en este mismo

memorial.

De esta manera, el capitulo reivindicatorio de la solicitud nimero 04-
109.443 original, se encuentra ahora dirigido a proteger un meétodo para
preparar una composicion que comprende conjugados de derivado de
caliqueamicina monomérico/anticuerpo, asi como la composicidn misma,
donde el anticuerpo y el derivado de caliqueamicina estan completamente
definidos de acuerdo con las realizaciones preferidas reveladas dentro de

la descripcion de la presente solicitud.

(2) Una solicitud fraccionada numero 04-109.443A que presenta un
nuevo capitulo reivindicatorio constituido por 38 reivindicaciones que
encuentran su sustento tanto en la descripcion como en el capitulo
reivindicatorio originalmente presentados, y que corresponden a la
materia objeto de las reivindicaciones 1, 2, 8 a 22, 27 y 33 a 52
actualmente presentadas para la solicitud original nimero 04-109.443,
modificadas de manera que se haga referencia a un "método para
preparar una composicion que comprenda conjugados de derivado de
caliqueamicina monomérico/anticuerpo” y excluyendo completamente las

composiciones que son ahora objeto de la solicitud original.

, o - . ,
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, encuentra dirigida a proteger un método para preparar una composicion que

comprende conjugados de derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo,

donde el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD22 que contiene secuencias tanto de
cadena pesada como de cadena liviana diferentes a las que estdn presentes en el
anticuerpo que hace parte del conjugado que es ahora objeto de la correspondiente
solicitud original 04-109.443.

En relacidn con lo anterior me permitc senalar que los capitulos reivindicatorios
tanto de la solicitud original como de la nueva solicitud divisional cuentan con pleno
sustento en la descripcion de la solicitud en estudio, y no constituyen de ninguna
manera una ampliacién al alcance de la invencion, tal como fue originalmente
presentada toda vez que estos reclaman materia que se encuentra cubierta por el

alcance del capitulo reivindicatorio actualmente en estudio.

-
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Acompafio los documentos que detallo a continuacion, relacionados con cada

una de las solicitudes resultantes del presente fraccionamiento:

(1y 8 ITUD No. 04-109.443: "CONJUGADOS PORTADORES DE
DERIVADOS DE CALIQEAMICINA”

(a) Nuevo capitulo reivindicatorio modificado compuesto por 45
reivindicaciones que comprende las reivindicaciones 1, 4, 5,7, 9, 11 a
13, 15, 18 a 21, 23, 24, 26 a 32, 36, 38 a 50, 57, 58, y 60 a 66
actualmente presentadas, renumeradas como nuevas reivindicaciones 1 a
45, cuyo sustento se encuentra adicionalmente en la descripcion de la
solicitud nimero 04-109.443 inicialmente radicada el 29 de Octubre de
2004,

(2) L IVL AL . “"CONJUGADOS PORTADORES DE
DERIVADOS DE CALIQEAMICINA".

(a) Recibos numeros 09-97,030 y 10-589, expedidos por la
Superintendencia de Industria y Comercio, que acreditan el pago de los

derechos que causa el presente fraccionamiento;

(b) Resumen, Objeto y finalidad de la invenciéon y paginas 1 a 121 del
texto de la descripcion que corresponden al originalmente presentado en

la solicitud nimero 04-109.443 inicialmente presentada;

(c) Paginas 122 a 131 del nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por
38 reivindicaciones que comprenden las reivindicaciones 1, 2, 8 a 22, 27
y 33 a 52 actualmente presentadas en la solicitud nimero 04-109.443,
modificadas, las cuales encuentran pleno sustento en la descripcién y en
el capitulo reivindicatorio presentado con la solicitud numero 04-
109.443 inicialmente radicada;

(d) Figuras 1 a 35;

(e) Listado de Secuencias 1-32;

(f)  Extracto de la solicitud, en sus dos formas, que incluye el titulo que
se encuentra de acuerdo con el objeto de la presente invencion

fraccionada y que incluye la reivindicacion 1;

(g) Fotocopia del documento que acredita a la suscrita ALICIA LLOREDA
y/o al doctor GUSTAVO TAMAYQ, y/o a la doctor IGNACIO SANTAMARIA
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y/o a al doctor ENRIQUE ALVAREZ, en los términos del Parrafo 1© del
Articulo 543 del Decreto-Ley 410 de 1971, como Representantes Legales
en Bogotd para todos los asuntos relacionados con la Propiedad Industrial
de la sociedad WYETH HOLDINGS CORPORATION, organizada vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de Maine, Estados
Unidos de América, y domiciliada en Madison, Estado de New Jersey,
Estados Unidos de América;

(h) Fotocopia de los documentos que acreditan el traspaso que los
autores del invento de la referencia, hacen a favor de mi representado de
sus derechos sobre el mismo junto con fas Traducciones Oficiales numeros
2004-12-23-675, 2004-12-23-676 y 2004-12-23-677,

(i) Tarjeta de propietario; y

(j) Formato Unico de Conversion, Division y Fusién de Solicitudes
namero 2000-14,

De otra parte, el Sefior Examinador dentro de su Concepto Técnico No. 2968
objeta la claridad del capitulo reivindicatorio actualmente en estudio, por considerar
que la reivindicacion 1 no define de forma clara todos los componentes del conjugado
de derivado de caliqueamicina/anticuerpo de la invencién sefialando especificamente

el componente X y el anticuerpo Pr.

Asi mismo, el Sefior Examinador indica que la reivindicacibn 67 y sus
dependientes se refieren a métodos para obtener un conjugado que posee ademas
otro agente bioactivo, realizacion que no estaria ilustrada por ningin ejemplo dentro

de la descripcion de la solicitud en estudio.

Por (ltimo, el Sefior Examinador sefiala que existe un error tipografico dentro
de las reivindicaciones 86 y 88.

Tomando en consideraciéon todo lo anterior, es deseo del solicitante modificar el
capitulo reivindicatorio actualmente en estudio con el fin de que este describa de
manera totalmente clara y concisa el objeto de la presente invencidn de acuerdo con
las realizaciones preferidas reveladas dentro de la descripcion de la solicitud en
estudio.

En conexidn con lo anterior, me permito resaltar que las mencionadas

modificaciones no constituyen de manera alguna una ampliaciéon al alcance de la
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invencion, tal como fue originalmente presentada, toda vez que se estd delimitando
de forma mas precisa el objeto de la invencién segln lo revelado en ia descripcion de

la solicitud, tal como se muestra a continuacion.

. Reivindicacién 1. Con el propédsito de clarificar aun mas el objeto de la
invencion se ha modificado el predmbulo de esta reivindicacion para que haga
referencia a un "método para preparar una composicién que comprende
conjugados de derivado de caliqueamicina maonomérico/anticuerpo”, lo cual
mejora la claridad del capitulo reivindicatorio, por cuanto una de las
caracteristicas distintivas de la invencion, la fraccion de baja conjugacion (LCF),
se entiende dentro del contexto de una composicidn que comprende
anticuerpos tanto conjugados como no conjugados. Por otro lado, se ha
restringido el componente Pr del conjugado, definiéndolo como un anticuerpo
quimérico o humanizado anti-CD22 el cual comprende especificamente ciertas
secuencias de aminoacidos como se considera en las paginas 18 y 19 de la
descripcion de la solicitud. Asi mismo, se ha definido la ligadura hidrolizable X
como acido 4-(4-acetilfenoxi)butanoico (AcBut) y W como NAc-gamma
caliqueamicina, tal como se encuentra en las realizaciones preferidas de la
invencion, de acuerdo con lo revelado en la pagina 44 y en el ejemplo 3 de la

pagina 79 de la descripcion.

En relacion con lo anterior me permito resaltar que la persona versada en la
materia a partir del nombre quimico "WAc-gamma caliqueamicina” reconoceria
sin lugar a dudas la estructura quimica del compuesto al cual se esta haciendo
referencia, la cual es también ilustrada en la figura 17 de la descripcion de la

salicitud en estudio.

. Reivindicaciones 2 y 3. Como consecuencia de las modificaciones
realizadas sobre la reivindicacion 1 estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 4 yv 5 (nuevas reivindicaciones 2 y 3). Estas

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

. Reivindicacion 6. Me permito manifestar que es deseo del solicitante

eliminar esta reivindicacion del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicacion 7 (nueva reivindicacidon_4). Se ha hecho esta

reivindicacion dependiente de la reivindicacion 1.
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. Reivindicacion 8. Esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio.

Esta reivindicacion
corresponde a la anteriormente presentada, ajustando la dependencia acorde
con la nueva numeracion.

. Reivindicacién 10. Se ha eliminado esta reivindicacion del capitulo
reivindicatorio.

) Reivindicaciones 11 a 12 (nuevas reivindicaciones 6 y 7). Estas
reivindicaciones no han sido modificadas y corresponden a las originalmente
presentadas.

. Reivindicacién 13 (nueva reivindicacion 8). Se ha modificado esta
reivindicacion para hacerla dependiente de la nueva reivindicacién 6, y se ha

eliminado la expresion “e/ paso (2) (b)”. De esta forma la materia reclamada se
ajusta a lo ilustrado en el ejemplo 3 de la pagina 79 de la descripcién de la

solicitud.

. Reivindicacién 14. Esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo

reivindicatorio.

Se ha ajustado la
dependencia de acuerdo con la nueva numeracion.

. Reivindicaciones 16 y 17. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Esta reivindicacion no

ha sido modificada y corresponde a la anteriormente presentada.

Reivindicacién 19 (nueva reivindicacién 11

. Se han eliminado de
esta reivindicacion 4 de los medios cromatograficos anteriormente considerados
y se ha modificado la dependencia acorde con la nueva numeracion, ajustando
la materia reclamada a lo revelado en los ejemplos 3 y 9 de las paginas 79 y
112 de la descripcion de la solicitud.

. Se ha ajustado la
dependencia segn la nueva numeracion.
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., Se ha modificado el

n

predmbulo de esta reivindicacion para que haga referencia a ‘“una
composicién gque comprende conjugado de derivado de caliqueamicina
monomeérico/anticuerpo. anti-CD22”, y se han definido los componentes Pr, X vy
W del conjugado congruentemente con las modificaciones realizadas en la

reivindicacion 1.

. Reivindicacion 22. Esta reivindicacién ha sido eliminada del capitulo

reivindicatorio,

) Reivindicaciones 23 y 24 (nuevas reivindicaciones 14 y 15). Se ha
modificado el preambulo para que hagan referencia a “/la composicién de la

reivindicacion 13,

. Reivindicacidn 25. Esta reivindicacion ha sido eliminada del capitulo

reivindicatorio.

. Reivindicaciones 26 a 32 {(nueva reivindicaciones 16 a 22). Se han
modificado estas reivindicaciones para que se refieran a "la composicion”, se ha
eliminado la expresiédn ‘v CDRs no humanos” en congruencia con la
modificacion realizada en la reivindicacion 1, que define el anticuerpo como no
humano. Adicionalmente se han ajustado las dependencias acorde con la nueva
numeracion,

. Reivindicaciones 33 a 35. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Se ha modificado el
paso (a) del método reclamado para que haga referencia a “a composicion que
comprende un conjugado de derivado de caliqueamicina
monomérico/anticuerpo de conformidad con la reivindicacién 21”7, y se ha
definido de forma mas precisa e! paso (d) de dicho proceso limitando el tiempo
a maximo 72 horas, en concordancia con lo revelado en los ejemplos 3 y 9 de

las paginas 79 y 112 de la descripcién de la solicitud.

. Reivindicacién 37. Esta reivindicacidon ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio.

. Reivindicaciones 38 a 50 (nuevas reivindicaciones 24 a 36). Se han

ajustado las dependencias acorde con la nueva numeracion
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. Reivindicaciones 51 a 56. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

. Reivindicaciones 57 8 (nuevas reivindicaciones 37 y 38). Se ha
modificado la dependencia en concordancia con la nueva numeracion.

) Reivindicacién_59. Esta reivindicacidn ha sido eliminada del capitulo
reivindicatorio.

. Reivindicaciones 60 a 66 (nuevas reivindicaciones 39 a 45). Se ha
modificado la dependencia de estas reivindicaciones de acuerdo con la nueva
numeracion. Dentro de la reivindicacion 61 se ha eliminado la expresion "CDRs
donadores no humanos” con el fin de hacerla congruente con las modificaciones

realizadas en la reivindicacion 1.

. Reivindicaciones 67 a_89. Estas reivindicaciones han sido eliminadas
del capitulo reivindicatorio.

Como consecuencia de las modificaciones anteriores, el capitulo reivindicatorio
modificado queda constituido por 45 reivindicaciones que definen de forma clara el
objeto de la invencidon y que hacen (nicamente referencia a las realizaciones
preferidas que cuentan con pleno sustento en la descripcion de la solicitud en
estudio, ilustradas en los ejemplos 3 y 9 de las paginas 79 y 112 de la descripcion,
superando de esta forma las objeciones presentadas por el Sefior Examinador a este

respecto.

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

5. NIVEL INV v

El Sefior Examinador objeta la altura inventiva de la solicitud en estudio a la luz
de las ensefianzas de los documentos US5712374 (D1) y US6183744 (D2).

En referencia a estos documentos el Sefior Examinador indica que “para un
experto en la materia era evidente a partir del anticuerpo CD-22 divulgado en D2,
utilizar un conjugado como el propuesto en D1 y hacer las estandarizaciones de la
técnica necesarias para consegquir su estabilidad y de esta manera resolver el

problema técnico planteado”.
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Sobre este particular me permito manifestar que los citados documentos no
brindan las herramientas suficientes para que la persona versada en la materia
obtenga de forma evidente el método y la composiciéon objeto de la presente
solicitud, ni por si mismos ni en su combinacién, hecho que es aln mas claro a la luz
de las modificaciones realizadas en el capituio reivindicatorio que fueron discutidas
en el numeral anterior de este mismo memorial, tal como me permito mostrar a

continuacion,

5.1. El documento D1 es el estado del arte mds cercano pero no _conduce a
obtener la presente invencion.

Como se discutio en mi memorial de Julio 7 de 2009, si bien el documento D1
revela un meétodo para obtener conjugados monomeéricos de derivado de
caligueamicina /portador proteico con una agregacion disminuida, este proceso estd
dirigido especificamente a disminuir la agregacion indeseada de los conjugados, sin
hacer referencia alguna a la fracciéon conjugada baja (LCF). Es decir, el documento
D1 se dirige a obtener un alto porcentaje de conjugados de forma monomeérica, sin

evaluar la existencia de una fraccion de baja conjugacion.

En relacion con lo anterior me permito resaltar que dicho documento D1 no
indica o sugiere de ninguna manera que la LCF pueda ser un parametro de interés
para tener en cuenta cuando se desea una composicioh que comprenda conjugados
monomericos de derivado de caliqueamicina y un portador proteico, y mucho menos
que es preferible que este valor sea menor al 10%, tal como lo establece la presente
solicitud.

Dentro de este contexto vale la pena resaltar que dicha fraccidén conjugada baja
(LCF) corresponde al porcentaje de anticuerpo en una preparacion dada que tiene
anticuerpo sin conjugar o no completamente conjugado, la cual disminuye la
eficiencia de la accion de la composicion, como claramente se revela en la descripcion
de la presente solicitud: “La presencia de LCF en el producto se constituye en un uso
ineficiente del anticuerpo, ya que no contiene al farmaco citotoxico. Esta fraccion
puede también competir con el conjugado portador-caliqueamicina por la molécula
objetivo y reducir potencialmente el direccionamiento ultimo, resultando en una
eficacia reducida del fdrmaco citotdxico” (Paginas 5 y 6, descripcion de la solicitud en
estudio, paginas 3 y 4 solicitud original W003/092623). '

En este sentido me permito sehalar que la importancia de poseer una
composicion que contenga una LCF menor al 10% fue comprobada por el solicitante,
como lo muestran los resultados del Ejemplo 6, II, de la pagina 92 de la descripcidn
de la solicitud en estudio, donde se compara la accién in vivo de los dos conjugados
(CMA-676 correspondiente a D1 y CMC-544 obtenido por el método de la presente
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solicitud). Como se expuso en mi mencionado memorial de Julio 7 de 2009, el
solicitante ha demostrado que al seguir el procedimiento revelado en D1 se obtiene
un conjugado con una alta fraccion LCF (pagina 49 y en tabla 1 de la pagina 50 de la

descripcion de la solicitud en estudio), siendo esta superior al 40%.

De esta forma, los mencionados resultados del Ejemplo 6, 11, de la presente
solicitud, muestran como se requiere cuatro veces mas conjugado CMA-676 con
respecto a CMC-544 para obtener la misma cantidad de proteina de anticuerpo y por
lo tanto elicitar la misma respuesta en el organismo. Esto significa que gracias al bajo
valor de LCF presente en las composiciones objeto de la solicitud la dosis de
caliqueamicina requerida puede ser suministrada empleando cantidades mas

pequenas de anticuerpo de direccionamiento.

Por otro lado, el conjugado de la invencion ha probado igualmente ser mas
eficiente que la administraciéon de un anticuerpo solo, como se observa en el ejemplo
6, 111 (pagina 93, descripcion de la solicitud en estudio) donde se comprobo que el
conjugado CMC-544 es capaz de producir la regresion de linfomas de células B con
tres dosis, resultado que s6lo podria ser obtenido por la dosificacion continua de

rituximab (Rituxan®, anticuerpo monoclonal quimérico anti-CD20).

Ahora bien, con relacion a las ensefianzas de D1 me permito resaltar que
dentro de dicho documento se revela que los conjugados alli obtenidos poseen una
baja agregacién, sin embargo este parametro es completamente distinto a la
fraccion conjugada baja (LCF) medida por la presente solicitud, toda vez que la
agregacion se refiere a la unidn de los conjugados debido a la naturaleza hidrofébica

de las caliqueamicinas y no al porcentaje de anticuerpo sin conjugar.

Consecuentemente, las ensefianzas de D1 no permiten que la persona versada
en la materia si quiera considere la LCF como un parametro importante a tener en
cuenta dentro de composiciones que comprendan conjugados de derivado de
caliqueamicina/anticuerpo, buscando que estas posean una actividad mejorada, y
mucho menos dichas ensefianzas permitirian ver a dicha persona versada la
relevancia de la entrada de caliqueamicina en el control de este parametro, hecho
que fue encontrado por el solicitante tal como es revelado en la pagina 49 de la
descripcidon de la solicitud: “"E/ andlisis de estos experimentos demostré que la
entrada de caliqgueamicina y la concentracién de aditivos tuvo los efectos mas
importantes al nivel de una fraccion conjugada baja LCF y la formacidn de agregados,
mientras que la temperatura y el pH tuvieron influencias menores”,

En relacion con lo anterior me permito sefalar que en virtud de las

modificaciones realizadas sobre el capitulo reivindicatorio, que fueron expuestas en el

numeral 6 de este mismo memorial, la presente invencion claramente se dirige a

10
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proteger composiciones que comprenden un conjugado constituido por un anticuerpo
anti-CD22 con una secuencia especifica, tal como el conjugado CMC-544 revelado en
la descripcion de la solicitud, las cuales han demostrado tener una actividad
mejorada con respecto a aquellas que han sido obtenidas por el método revelado por
D1 (CMA-676).

En este sentido me permito resaltar que, como se menciond anteriormente, las
composiciones que son objeto del capitulo reivindicatorio modificado estan
constituidas por un anticuerpo quimérico o humanizado anti-CD22 que posee
regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) particulares, anticuerpos
que no estan de ninguna manera considerados dentro de las revelaciones de D1 y
por lo tanto no seria posible predecir a partir de las ensefianzas de dicho documento
que una composicion que comprenda un conjugado de NAc- gamma
caliqgueamicina/anticuerpo anti-CD22 como el reclamado por la presente solicitud
tendria dicho comportamiento mejorado con respecto a aquellos conjugados que
hacen parte del estado del arte..

En este punto me permito referirme al sefialamiento que hace el Tribunal de
Justicia de la Comunidad Andina con respecto a las definiciones de “obvio” y

“evidente” en la evaluacion del Nivel Inventivo de una solicitud de patente’:

"Resulta pertinente, a los efectos del articulo 4 de la Decision 344, definir qué
se entiende por "obvio” y por "evidente” a fin de determinar qué se debe entender

por nivel inventivo.

Lo obvio es aquello que salta a la vista de manera clara y directa; lo "que se
encuentra o pone delante de los ojos, muy claro o que no tiene dificultad”. Mientras
qgue lo evidente consiste en la “certeza clara y manifiesta de la que no se puede
dudar,; cierto, claro, patente y sin la menor duda”, De forma que algo que resulte

obvio no es necesariamente evidente; empero lo gue es evidente, es también obvio.

En este orden de ideas, se puede concluir que una invencion goza de nivel
inventivo cuando a los ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se
necesita algo mas que la simple aplicacion de los conocimientos técnicos en la
materia para llegar a ella, es decir, que de conformidad con el estado de la técnica el

invento no sea consecuencia clara y directa de dicho estado.”

De esta forma, al no “saltar a la vista de manera clara y directa” a partir de las
ensefanzas de D1 que un pardmetro a ser controlado dentro de una composicién que

comprenda un conjugado de derivado de caliqueramicina/anticuerpo es la fraccion

! Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESQ 192-1P-2005

11
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baja conjugada LCF, y al no tener “certeza clara y manifiesta” de que al ser dicho
parametro menor del 10% se obtendria un comportamiento mejorado del conjugado
en el tratamiento de tumores, la persona versada en la materia no obtendria de

ninguna manera la presente invencién a partir de lo revelado en el citado documento
D1.

5.2. El documento D2 no supera las deficiencias de D1 para obtener la

Por otro lado, a pesar del hecho que el documento D2 hace referencia a un
método de tratamiento contra la malignidad de células-B que suministra bajas dosis
de anticuerpos anti-CD22, los cuales pueden estar acompafados
suplementariamente por una proteina terapéutica como un inmunoconjugado o
proteina de fusién, dicho documento no sugiere de ninguna manera un conjugado
gue incluya caliqgueamicina, sino que revela otros agentes terapéuticos de manera
general como cualquier farmaco, toxina, inmunomodulador, quelante, compuesto de

boro, agente fotoactivo o tinte y radioisotopo (columna 4, lineas 13 a 28. D2).

De esta forma, el citado documento D2 no revela un anticuerpo quimérico o
humanizado anti-CD22 que particularmente posea regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs) como las incluidas en el anticuerpo que hace parte del
conjugado de la invencién, y mucho menos muestra la utilidad de obtener un

conjugado de NAc- gamma caligueamicina con dicho anticuerpo.

Sumado a lo anterior, aan si la persona versada en la materia decidiera
combinar las ensefianzas de D1 y D2, no produciria de manera evidente la
presente invencién, sino que obtendria un método y un conjugado como el
que es ejemplificado en la descripcién de la solicitud en estudio bajo el
nombre CMA-676, el cual es un conjugado de derivado de
caliqueamicina/anticuerpo anti-CD22 con caracteristicas diferentes al

reclamado por la solicitud.

En relacion con lo anterior me permito reiterar que dicho conjugado CMA-676
es construido a partir de la metodologia revelada en D1, y posee una faccién
conjugada baja (LCF) mayor al 40% lo que lo hace menos potente que el conjugado

de la invencion en el tratamiento tumoral.

Como consecuencia de lo anterior, para obtener la presente solicitud a partir
del estado del arte, no bastaria con que la persona versada en la materia combinara
las ensefianzas de D1 y D2, sino que adicionalmente tendria que modificar el proceso
y conjugado obtenido de dicha combinacién buscando obtener una fraccion
conjugada baja (LCF) menor al 10%.

12
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En conexidon con lo anterior, me permito reiterar que ninguno de fos citados
documentos D1 y D2 indica o sugiere que dicha fraccion LCF pueda llegar a ser un
pardmetro importante en [a actividad del conjugado, y por lo tanto la persona
versada en la materia no tendria ninguna motivacion para luego de combinar las
ensefianzas de D1 y D2 reducir especificamente este parametro buscando
composiciones que comprendan conjugados de derivado de

caliqueamicina/anticuerpo con actividad mejorada en el tratamiento de tumores,

Como consecuencia de lo anterior, no bastaria una simple “estandarizacién de
la técnica” como lo sefala el Sefior Examinador, toda vez que ninguno de los
documentos se refiere a que sea deseable ajustar un cierto pardmetro del conjugado
y mucho menos que dicho pardmetro sea la fraccion de baja conjugaciéon (LCF). Asi
mismo, como se menciond anteriormente en este mismo memorial, la persona
versada en la materia no podria de ninguna manera predecir a partir de de las
ensefianzas de D1 y D2 la comprobada actividad mejorada de las composiciones de

la invencion.

Si a la luz de este hecho se tiene en consideracion el sefialamiento que
con respecto a la evaluaciébn de Nivel Inventivo de una solicitud hace el
Manual Andino para el examen de solicitudes de patente, importante
publicacion preparada por la Secretaria de la Comunidad Andina que si bien no es
vinculante si brinda una herramienta valiosa para la unificacién de la interpretacion y
la aplicacion de la Decision 486 dentro de los paises miembros de la Comunidad
Andina:

"Se considera el nivel inventivo como un proceso creativo cuyos resultados no
se deducen del estado de la técnica en forma evidente para un técnico con
conocimientos medios en la materia, en la fecha de presentacién de la solicitud o de
la prioridad reconocida”.? (Resaltado fuera de texto).

Es evidente que la presente solicitud conlleva Nivel Inventivo frente al estado

del arte mas proximo.
6. N JON.

Por Ultimo me permito resaltar que las modificaciones realizadas sobre el
capitulo reivindicatorio en virtud de la solicitud divisional presentada hacen que dicho
capitulo sea totalmente claro y conciso al reclamar el método y la composicién objeto
de la presente solicitud.

% Secretaria General de la Comunidad Andina "Manual para el examen de solicitudes de patentes de
invencion en las oficinas de propiedad industrial de los paises de la Comunidad Andina”, Lima, 2004.
Pagina 76.
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Por otro lado, como consecuencia de las mencionadas modificaciones
realizadas sobre el capitulo reivindicatorio, es claro que la persona versada en la
materia no podria obtener de forma evidente la materia reclamada por la presente
solicitud a partir de las ensefianzas de D1 y D2, maxime cuando la combinacion de
dichas ensefianzas conduciria a un conjugado que ya ha sido ejemplificado
dentro de la descripcién de la solicitud en estudio, el cual no posee las mismas

ventajas técnicas que el que es objeto de Ia presente invencion.

Asi mismo, es claro que la actividad mejorada de las composiciones reclamadas
por la presente solicitud no podria de ninguna manera ser prevista a partir de las
ensefianzas de D1 y D2, por lo que es irrefutable el Nivel Inventivo que conlleva la

solicitud en estudio frente al estado del arte mas proximo.

7. Teniendo en cuenta que la fecha de presentaciéon de la solicitud resultante del
presente fraccionamiento es la misma --29 de Octubre de 2004-- atentamente
solicito a usted se sirva dar a la solicitud fraccionada el mismo nimero de Expediente
de la solicitud original, acompafada de la letra A para su identificacién.
Adicionalmente, la Clasificaciéon Internacional para esta solicitud fraccionada, acorde
con el objeto de la misma, es la siguiente: A61K 39/395.

8. En cuanto a la reivindicacion de la prioridad respecto de la solicitud
divisional, es la misma invocada en la solicitud original, la cual fue reivindicada
oportunamente en Fase Internacional de la solicitud numero 60/377,440 de 2 de
Mayo de 2002.

9. Ratifico a usted que la sociedad titular de la solicitud fraccionada
en cuestibn es WYETH HOLDINGS CORPORATION; organizada vy
existente de conformidad con las leyes del estado de Maine, Estados Unidos de
América y domiciliada en Madison, Estado de New Jersey, Estados Unidos de

América.

10. Asi mismo, reitero a usted que el documento que acredita mi calidad de
Representante Legal de WYETH HOLDINGS CORPORATION para todos los asuntos

de la Propiedad Industrial, fue presentado junto con mi memorial de 31 de Enero de
2005.

11. De conformidad con lo establecido por el Articulo 36 de la Decision 486 de

2000, solicito a ese Despacho se sirva aceptar y estudiar la solicitud divisional

presentada y conceder el privilegio de patente solicitado.

14
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12, En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de las argumentaciones presentadas y de las modificaciones

realizadas y conceder el privilegio de patente solicitado.

Sefior Superintendente,

uLd U\c/\«

LICIA LLOREDA RICAURTE
T.P, 53.215

\Muvx

AU LOREDA RICAURTE
c c No 39, 690 713 de Umuen

~" el
w.’fm_v;"‘h.

15



REIVINDICACIONES

.1, Un método para preparar una composicidén que
comprende conjugados de derivado de caliqueamicina
monomerico/anticuerpo con una fraccién conjugada baja
reducida (LCF) que tiene la férmula,

Pr (-X-5-5-W)q,
En donde:

Pr es un anticuerpo quimérico o humanizado
anti—CDZZ,_donde dicho anticuerpo comprende SEQ ID NO:1
por CDR-H1, SEQ ID NO:2 & SEQ ID NO:13 & SEQ ID NO:15 6
SEQ ID NO:16 o los residuos 50 a 66 de SEQ ID NO: 27 o 1la
secuencia GINPGNQYTTYKRNLKG o la secuencia
GINPGNNYATYRRNLKG, ¢ la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG por
CDR-H2, SEQ ID NO:3 por CDR-H3, SEQ ID NO:4 por CDR-L1,

SEQ ID NO:5 por CDR~L2 y SEQ ID NO:6 por CDR-L3;

X es el acido 4-(4-acetilfenoxi)butanoico (AcBut):

W es NAc-gamma caliqueamicina;

m es la carga promedio para un producto de
conjugaciodn purificado de manera tal gque la
caliqueamicina constituye 4-10% del conjugado en peso; %

(-X-5-5-W), es un derivado de caliqueamicina,
dicho método caracterizado porque comprende las etapas
de:

(1) agregar el derivado de caliqueamicina al
anticuerpo en donde el derivado de caliqueamicina es 4.5-
11% en peso del anticuerpo:;

(2) incubar el derivado de caliqueamicina y el

anticuerpo en una solucién amortiguadora, compatible con
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la proteina, no nucleofilica que tiene un pH en el rango

desde alrededor de 7 hasta 9 para producir una 6W”¢WW3

o

composicién que comprende un conjugado de derivado de
caliqueamicina monomérico/anticuerpo, en donde la
solucidén comprende ademds (a) un cosolvente orgdnico, vy
(b) un aditivo que comprende al menos un acido
carboxilico C¢-Cis 0 su sal, y en donde la incubacién se
30°C hasta alrededor de 35°C durante un periodo de tiempo
en el rango desde_a%rededor de 15 minutos hasta 24 horas;
y

(3) someter la composicidén producida en la etapa
(2) a un proceso de separacién cromatografica para
separar los conjugados de derivados de caliqueamicina
monomérico/anticuerpo con una carga en el rango de 4-10 &
en peso de caliqueamicina y con una fraccién conjugada
baja (LCF) debajo de 10 por ciento del anticuerpo no
conjugado, derivado de caliqueamicina, vy conjugados

agregados.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el anticuerpo comprende una regién
variable de cadena ligera que comprende SEQ ID NO:19, vy JIV
una regidén variable de cadena pesada que comprende SEQ ID

NO:27.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque el anticuerpo comprende una cadena

ligera gue comprende SEQ ID NO:28 y una cadena pesada que

comprende SEQ ID NO:30.
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4, E1l método de acuerdo con la reivindicacidén 1,
donde el anticuerpo comprende los residuos 50 a 66 de SEQ

ID NO:27 por CDR-HZ.

5. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la caliqueamicina se funcionaliza

con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida.

6. El méetodo de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porgue el aditivo de la etapa (2) (b) es

acido octanoico o su sal.

7. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el aditivo de la etapa (2) (b) es

dcido decancico o su sal.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 6,
donde el aditivo se provee en una concentracién de menos

de 200 mM.

9. El método de conformidad con la reivindicacién 7,
donde el aditivo se provee en una concentracién de menos

de 50 mM.

10. El método de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado porque el ©proceso de separacién
cromatografica de la etapa (3) es cromatografia de

interacciédn hidrofébica (HIC).
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11. El método de conformidad con la reivindicacién
10, caracterizado porqgue la cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) se lleva a cabo usando un medio
cromatografico de Butil Sefarosa 4 de flujo répido o

medio cromatografico de Octil Sefarosa 4 de flujo répido.

12. El método de conformidad con la reivindicacién
10, caracterizado porgque la cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) se lleva a cabo usando un medio

cromatogréafico de Butil Sefarosa 4 de flujo répido.

<i§> Una composicidon que comprende un conjugado de
derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo anti-
CD22 con una fraccién conjugada baja reducida (LCF) por
debajo del 10 por ciento gue tiene la férmula:
Pr (-X-5-S-W)p
caracterizado porque:

Pr es un anticuerpo gquimérico o humanizado
anti-CD22, donde dicho anticuerpo comprende SEQ ID NO:1
por CDR-H1, SEQ ID NO:2 ¢ SEQ ID NO:13 & SEQ ID NO:15 6
SEQ ID NO:iG o los residuos 50 a 66 de SEQ ID NO: 27 o la
secuencia GINPGNQYTTYKRNLKG o] la secuencia
GINPGNNYATYRRNLKG, ¢ la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG por
CDR-H2, SEQ ID NO:3 por CDR-H3, SEQ ID NO:4 por CDR-L1,

SEQ ID NO:5 por CDR-L2 y SEQ ID NO:6 por CDR-L3;

X es el acido 4-(4-acetilfenoxi)butanoico (AcBut);

W es NAc~gamma caliqueamicina;

m es la carga promedio para un producto de

conjugacién purificado de manera tal que la
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caliqueamicina constituye 4-10% del conjugado en peso; y

(-X-5-5-W)n es un derivado de caliqueamicina,

14, La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende una regidn variable de cadena ligera
que comprende SEQ ID NO:12 y una regidn variable de

cadena pesada que comprende SEQ ID NO:27.

15. La composicioén de conformidad con la
reivindicacidén 13, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende una cadena ligera que comprende SEQ

ID NO:28 y una cadena pesada que comprende SEQ ID NO: 30.

16. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 25, caracterizada porgque el anticuerpo
anti-CD22 compre los residuos 50 a 66 de SEQ ID NO:27 por

CDR-HZ.

17. La composicioén de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende un dominico variable gque comprende

regiones de estructura aceptora humanas.

18. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizada porque las regiones de
estructura del aceptor humano del dominio variable de la
cadena pesada del anticuerpo se basan en SEQ ID NOS 21 y
22 y comprende un residuo donador en la posicién 1, 28

14

48, 72 y 97 en SEQ ID NO:8.
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19. La composicion de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende ademads residuos de donador en las

posicicnes 68 y 70 en SEQ ID NO:8.

20, La composicion de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende un dominio variable de la cadena
ligera que éomprende una regidén de estructura del aceptor
humano basada en SEQ ID NOS:17 y 18 y ademds comprende
residuos de donador en las posiciones 2, 4, 42, 43, 50, y

65 en SEQ ID NO:7.

21. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 20, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende ademéds un residuo de donador en la

posicidén 3 en SEQ ID NO:7,.

22. La composicidén de conformidad con la
reivindicacién 11, caracterizada porque el anticuerpo
anti-CD22 comprende ﬁna regidén variable de la cadena
ligera comprendiendo SEQ ID NO:7 y una regidén variable de

cadena pesada que comprende SEQ ID NO:8.

CEE) Un método para la preparacién de una composicién
liofilizada estable de wun conjugado de derivado de
caliqueamicina monomérico/anticuerpo, el método

caracterizado porque comprende:

(a) disolver la composicién que comprende un
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conjugado de derivado de caliqueamicina
monomérico/anticuerpo de conformidad con la
reivindicacién 13 hasta una concentracidén final de 0.5
hasta é- mg/ml eﬁ una solucidén gque comprende un
crioprotector a una concentracién de 1.5%-5% por peso, un
agente de volumen polimérico a una concentracién de 0.5-
1.5% por peso, electrolitos a un concentracidédn de 0.01M
hasta 0.1 M, un agente que facilita la solubilidad a una
concentracidn de 0.005-0.05% por peso, agente
amortiguante a una concentracién de 5-50 mM de tal manera
que el pH final de la solucidén es 7.8-8.2, y agua;

(b) dispersar la solucién de arriba en los viales a
una temperatura de +5°C hasta +10°C;

(c) congelar la solucién a una temperatura &e
congelacién de -35°C hasta -50°C;

(d) someter la solucidén congelada a una etapa de
secado por congelacidédn inicial a una presién de secado'
primaria de 20 hasta 80 micrones a un temperatura de
anaquel a -10°C hasta -40°C durante 24 hasta 72 horas; y

(e) someter el producto secado por congelado de la
etapa (d) a una etapa de secado secundario a una presién
de secado de 20 hasta 80 micrones a una temperatura de

anaquel de +10°C hasta + 35°C durante 15 hasta 30 horas.
24. El método de conformidad con la

reivindicacidén 23, caracterizado porque el crioprotector

€5 sacarosa.

25. El método de conformidad con la reivindicacién

24, caracterizado porque la sacarosa se presenta a una
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concentracién de 1.5% por peso.

26. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el agente de volumen polimérico
es Dextrano 40, y esta en una concentracién de 0.9% por

peso.

27. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el agente de volumen polimérico
es almidén de  hidroxietilo 40, y estd en una

concentracién de 0.9% por peso.

28. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el electrolito es cloruro de

sodlio, y se presenta en una concentracién de 0.05 M.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el agente facilitador de 1la

solubilidad es un tensoactivo.

30. El método de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque el tensoactivo es polisorbato

80, y se presenta en una concentracién de 0.01% por peso.

31. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porgque el agente de solucidn

amortiguadora es trometamina, y se presenta en una

concentracidén de 0.02 M.
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32, El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el pH de la solucidn de la etapa

(a) es 8.0.

33. El método de conformidad con la reivindicaciédn
23, caracterizado porque la solucién en la etapa (b) se

repartid en viales a temperatura de +5°C.

34. E1 método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque en la etapa (c) el congelamiento
de la solucidn en viales se llevd a cabo a temperaturas

congelantes de -45°C.

35. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque en la etapa (d) la solucién
congelada se sujetd a una etapa de secado por congelado
inicial a una presién de secado primaria de 60 micrones vy
a una temperatura de una anaquel de -30°C durante 60

horas.

36. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque en la etapa (e), el producto
secado por congelado de la etapa (d) se sometié a una
etapa de secado secundaria a una presidn de secado de 60

micrones a una temperatura de anaquel de +25°C durante 24

horas,
37. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el anticuerpo comprende una

regién variable de cadena ligera SEQ ID NO:19, y una
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regidén variable de cadena pesada SEQ ID NO:27.

38. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena ligera que comprende SEQ 1ID
NO:28 y wuna regidén variable de cadena pesada que

comprende SEQ ID NO:30.

39. El método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el anticuerpo comprende los

residuos 50 a 66 de SEQ ID NO:27 por CDR-H2.

40. El meétodo de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porque el anticuerpo comprende un
dominio variable que comprende regiones de estructura

aceptora humanas.

41. El método de conformidad con la reivindicacién
40, caracterizado porque las regiones de estructura del
aceptor humano del dominio variable de la cadena pesada
del anticuerpo anti-CD22 se basan en SEQ ID NOS: 21 y 22
y comprende residuos de donador en las posiciones 1, 28,

48, 72 y 97 en la SEQ ID NO:8.

42. El1 método de conformidad con la reivindicacién

41, caracterizado porque el anticuerpo comprende ademas

residuos de donador en las posiciones 68 y 70 en SEQ ID

NO: 8.

43, El método de conformidad con la reivindicacién
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41, caracterizado porque el anticuerpo comprende un
dominio variable de la cadena ligera que comprende una
regién de estructura del aceptor humano basada en SEQ ID
NOS:17 y 18 y ademas comprende residuos de donader en las

posiciones 2, 4, 42, 43, 50 y 65 en SEQ ID NO:7.

44, El1 método de conformidad con la reivindicacién
43, caracterizado porque el anticuerpo comprende ademés

un residuo de donador en la posicidén 3 en SEQ ID NO:7.

45. El1 método de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado porgque el anticuerpo comprende una
regién variable de cadena ligera dque comprende SEQ ID

NO:7 y una regidn variable de cadena pesada que comprende

SEQ ID NQO:8,
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-11-09-581
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en

espaiiol.

Certificado Notarial (sociedad), documento también escrito en inglés y en espafiol.

Marilyn L. Mitchell

Notario Publico, Estado de New Jersey

Mi Comision Expira el 6 de febrero de 2005

APOSTILLA _
(Convencidn de La Haya del § de octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento publico ha sido firmado por Marilyn L. Mitchell

3. actuando como Notario Piblico de New Jersey |

4. lleva el sello/estampilla de Marilyn L. Mitchell, Notario
CERTIFICADO

5. en Trenton, New Jersey

7. por John E McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey

8. No. A210246 b

9. Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegiblé)“ '

Hay un sello dorado.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de noviembre de 2004,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial, Res.

2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia. R eoroca eLaL
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ANITA ESCOBAR DE TAMAYO 7\
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3. ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

4. BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MARTLYN L MITCHELL, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY
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BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER =

NO. A210246
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. Los abgjo fimados, WYETH  HOLDINGS The undersigned, WYLETH HOLDINGS /

.

CORPORATION, una sociedad organizada vy
existerize de confarmidad con (as leyes del Estado de
Maine, Estados Unidos de América.

con domicilio en Five Giralda Farms, Madison,
Estado de New Jarsey 07940,
Estados Unidos de América

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA yfo
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogoté,
Colombia, coit oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
5-83, piso 6o., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursas  y presentar desistimientos; farmular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, . renunciar total o
parciailmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuolas y. efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando . el descargo . respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos .y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencién como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre  hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
SANTAMARIA  ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en fa Oficina de Propiedad Industrial la
protecalizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado yfirmado

collect, to appeal ant

CORPORAHON a corporation organized,  and
axlsﬁng under the laws of State of Maine, United
States of America,

domiciled at Five Giralda Farms, Madison,
State of New Jersey 07940,
United States of America
hereby appoint, ALICIA  LLOREDA andfor

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said fown, Calle 72 No. 5-83, Sixih
Floor, our true and legal representatives in Bogot4,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph to. of arlicle 543 of decree 410 of {971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andlor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially  empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions, -
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of .

. opposition, where the proceedings be passed over to

the caurts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well-as.defendants beforg:.
the competent judgés;owifkotulito sm(our'x’fake

arrangements, to subi, ﬁéq“itiﬁgca‘.f’  GESIRGIAN
. In Ehortowityell fsuch futher
powers as may be requi s and we’ Qere{% eclare
from now on as vali t said
representatives and/or { agents.by. any ong of them
appointed may do for ou beneft x

CUUAN PRAHTEL A0 TERD l.\t:'IHNA :
.. S

- We also. authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

Given and signed this th day of /October 2004
Wyeth Holdings Corporation

TudA S

William H. Calnan’
Assistant Secretary




CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estados Umdos de Amérlca
Estado de New Jersey {ss
Condado de Morris

Hoy'6 dé,Ogtubré Cde 200 4 comparecué
William H. Calnan, . ' ', aquienconozcoy
de quien me consta que firmé el, anterlor documento,
élqmen debldamente juramentado declaré y duo que
es
de' WYETH HOLDINGS CORPORATION la
compafiia nombrada-en el documento que antecede,
una. sociedad :debidamente organizada 'y existente
conforme a las leyes del Estado de Maine, Estados
Unidos de América,: domicmada ‘en‘la‘ ciudad ‘ de
Madison, Condada ﬂgngqm,s stado de-Newkersey,
Estados Unidosileommenicas meng constituida

para un- perfode; i?d&zﬁiﬁﬁrfﬁém dirtafdo ha

' termmado que gjel

‘ poder; gph:nombre 'y en
representacion def JIaIEXpresqdaI Conpafiia, ges el
sello oficial de &llag: sy que: el bjeio“nana = ci:al se
confiere ‘este’ instrumento - esta- comprendldo dentro
del de la sociedad. B

El" suscrito: Notario” ha visto Ios Estatutos de
mcorporamén firmados en’la mudad .de. Augusta
Estado ' de Malne con fecha:. 23 de . Julio, 1907y
certifica ‘que de conformidad con Ia legislacion de
dicho Estado la:anterior declaracion juramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pablico). *

-

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Umted States of Arnerlca :
State of New Jersey {ss
County of Morris

On this 6th day of . October, 2004, personally
came William H. Calnan, .

to me. known. and: known. to me to be the person who
signed the foregomg instrument, who: being by me
duly sworn did depose and say that he is the
Assistant - Secretary . of -WYETH: ' HOLDINGS

- CORPORATION the' company named within, a

Corporation organized and existing under the laws of
State of Maine; United States of America, domiciled

~at the City of Madison, County of Morris, State of New

Jersey, United States of America, legally constituted
for a period of tenure not yet expired which exercises
its corporate purposes according to the laws of State
of Maine, ;United . States of Amenca, that the
deponent Is authonzed by said Company to. confer
this power. of attorney' that the 'seal affixed hereunto
by the ‘deponent in the name and on:behalf of said

. Corporation is the corporate seal thereof; and that the

purpose for ‘which - this “instrument: Is granted is

included  within ' the corporate purposes of the

Company. " |
The underSIgned Notary Public has seen the articles
of Incorporation .of said Corporation executed at the

 City  of Augusta State”, of Mame .under.: date of

July 23, 1807 and hereby certifies:that under the laws
of said State: the - .. foregoing ' acknowledgment is
sufficient: proof ‘that- the facts therein ‘contained are

true, which he attests.

Py i

MARILYN L. MITGHELL

NOTARY PUBLIC, STATE OF NEW JERSEY
My Commission Expires February 6, 2005
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
EXTRACTO PARA PUBLICACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) No.” de solicitud: 04-109.443A

(22) Fecha de solicitud: 29-10-04

(51) Int CI:
(71)Salicitante(s)

(72) Inventor(es)

A61K 39/395

WYETH HOLDINGS CORPORATION

KUNZ, Arthur: MORAN, Justin, Keith; RUBINO, Joseph,
Thomas; JAIN, Neera; VIDUNAS, Eugene, Joseph;
SIMPSON, John, Mclean, ROBBINS, Paul, David;
MERCHANT, Nishith; DIJOSEPH, John, Francis;
RUPPEN, Mark, Edward, DAMLE, Nitin, Krishnaji y

POPPLEWELL, Andrew, George.

(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais

60/377,440 02-05-02 US |(74) Apoderado;  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  02-12-04 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 13/11/03

Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 02-05-03

No. de solicitud PCT/US2003/013910

N® publicacion: WO 2003/092623 A3

(54) Titulo: CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacion nimero 1:

Un método para preparar una composicion que comprende conjugados de derivado de caliqueamicina monomérico/anticuerpo con una
fraccion conjugada baja reducida (LCF) que tiene la formula,

Pr(-X-8-5-W)m
En donde:

Pr es un anticuerpo anti-CD22 diferente de un anticuerpo que comprenda SEQ ID NO:1 por CDR-H1, SEQ 1D NO:2 ¢ SEQ
ID NO:13 ¢ SEQ ID NO:15 6 SEQ ID NO:16 o los residuos 50 a 66 de SEQ ID NO: 27 o la secuencia GINPGNQYTTYKRNLKG o la
secuencia GINPGNNYATYRRNLKG, 6 la secuencia GINPGNNYATYRRKFQG por CDR-H2, SEQ ID NO:3 por CDR-H3, SEQ ID NO:4
por CDR-L1, SEQ ID NO:5 por CDR-L2 y SEQ ID NO:6 por COR-L.3;

X es una ligadura hidrolizable que es capaz de liberar la caliqueamicina de! conjugado después de enlazarse y entrar en las
células objetivo.

W es una caliqueamicina;

m es la carga promedio para un producto de conjugacién purificado de manera tal que la caliqueamicina constituye 4-10% del
conjugado en peso; y

(-X-5-8-W)m es un derivado de caliqueamicina,
dicho método caracterizado porque comprende las etapas de:

(1) agregar el derivado de caliqueamicina al anticuerpo en donde el derivado de caliqueamicina es 4.5-11% en peso del
anticuerpo;

(2) incubar el derivado de caliqueamicina y el anticuerpo en una solucion amortiguadora, compatible con ta proteina, no
nucleofilica que tiene un pH en el rango desde alrededor de 7 hasta 9 para producir un conjugado de derivado de caliqueamicina
monomeérico/anticuerpo, en donde la solucion comprende ademas (a) un cosolvente organico, y (b) un aditivo que comprende al menos
un acido carboxilico Cs-C1s 0 su sal, y en donde la incubacion se conduce a una temperatura en el rango desde alrededor de 30°C
hasta alrededor de 35°C durante un periodo de tiempo en el rango desde alrededor de 15 minutos hasta 24 horas; y

(3) someter el conjugado producido en la etapa (2) a un proceso de separacion cromatografica para separar los conjugados
de derivados de caliqueamicina monomérico/anticuerpo con una carga en el rango de 4-10 % en peso de caliqueamicina y con una

fraccion conjugada baja (L.CF) debajo de 10 por ciento de! anticuerpo no conjugado, derivado de caliqueamicing, y conjugados
agregados.
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No. de solicitud PCT/US2003/013910
:54) Titulo: CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

J (57) Resumen:

| (2) incubar el derivado de caliqueamicina y el anticuerpo en una solucion amortiguadora, corpatible con 1a proteina, no nucleoﬁlic_a que tiere un pH en'el rango
I desde alrededor de 7 hasta 9 para producir un canjugade de derivado de caliqueamicina monoméricolanticuerpo, en donde la solucion comprende ademas (a) un

cosolvente organico, y (b) un aditivo que comprende al menos un 4cido carboxilico Ce-Cis 0 5u sal, y en donde la incubacion se conduce a una temperatura en el rango
i desde alrededor de 30°C hasta atrededor de 35°C durante un periodo de tiempo en el rango desde alrededor de 15 minutns hasta 24 horas; y

(3) someter el conjugado producido en la etapa (2) a un proceso de separacion cromatografica para separar los conjugados de derivadog de caliquegmicina
monaméricofanticuemo con una carga en el rango de 4-10 % en peso de caligueamicina y con una fraccidn conjugada baja (LCF) debajo de 10 por ciento del anticuerpo
no conjugado, derivado de caliqueamicina, y conjugados agregados.




CONJUGADOS PORTADORES DE DERIVADOS DE CALIQUEAMICINA

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Se describen métodos para preparar conjugados de
farmaco citotdéxico monomérico/portador con una carga de
fdrmaco importantemente mayor que la de los procedimientos
previamente reportados y gque reduce la agregacidén y la
fraccion 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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CONJUGADQS PORTADORES DE DERIVADCS DE CALIQUEAMICINA

Campo de la Invencién

La presente invencidén se refiere a métodos para la
produccidén de conjugados de portador/fadrmaco citotédxico
monomérico (los “conjugados”) con una carga superior de
farmaco y una fraccién 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 invenciodon también
se refiere a conjugados de la invencidén, a métodos de
purificacidn de los conjugados, a composiciones
farmacéuticas que comprenden los conjugados y a usos de los

conjugados.

Antecedentes de la Invencién

Los conjugades de farmacos desarrollados para la
farmacoterapia sistémica son agentes citotdxicos
especificos del objetivo. El concepto invelucra el
acoplamiento de un agente terapéutico a una molécula
portadora con especificidad para una poblacidén definida de
celulas objetivo. 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. Las substancias téxicas que se han conjugado
con los anticuerpos monoclonales incluyen toxinas, farmacos
citotdxicos de bajo peso molecular, modificadores de
respuesta bioldgica y radionuclidos. Los conjugados de

toxina y anticuerpos se 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 vy la adriamicina se denominan
quimioinmunoconjugados. Los inmunomoduladores contienen
modificadores de la respuesta bioldgica que se sabe gque
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. Los
radioinmunoconjugados consisten de isétopos radiocactivos,
que se pueden usar como terapéuticos para exterminar
células por su radiacién o usarse para la formacién de
imagenes. El suministro especifico mediado por anticuerpos
de los farmacos citotdxicos a células de tumor, se espera
que no solamente aumente su eficacia antitumor, sino que
también evite la absorcién no dirigida por los tejidos
normales incrementado asi sus indices terapéuticos.

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

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

enfermedades que incluyen cdncer y artritis reumatoide,

2



para el uso clinico, o estdn en ensayos clinicos para una
diversidad de malignidades gue incluyen malignidades de

células B tales como el linfoma que no es de Hodgkin. Uno

de tales terapéuticos Dbasados en anticuerpos es el

rituximab, (Rituxan™) un anticuerpo humano guimérico no
etiquetado Yyl (regidén +mylV), que es especifico para el
antigeno de superficie celular CD20 que se expresa en

las células B. Estos terapéuticos basados en anticuerpos se
soportan en la citotoxicidad mediada por el complemento
{CDCC) s] 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
generaciéon de inmunoconjugados que puedan superar 1os
inconvenientes de la terapéutica actual basada en
anticuerpos para tratar una diversidad de malignidades que
incluyen malignidades hematopoyéticas como el linfoma gue
no es de Hodgkin (NHL), gue se puede producir fadcilmente o
eficientemente y que se pueden usar repetidamente sin
inducir una respuesta inmune.

Los inmunoconjugados que comprenden un miembro de la
familia potente de agentes antibacterianos y antitumor,
conocidos colectivamente como caliqueamicinas o el
complejo LL-E33288 (ver patente de E.U.A No. 4,970,198
(1990)), se desarrollaron para el tratamiento de mieloma.
La mas potente de las caliqueamicinas se designa Y1, gue 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

3



hidrazida u otro grupo funcional gue sea util en la
colocacidén 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 canceres se ha limitado por la disponibilidad
de agentes de direccionamiento especificos (portadores),
asi como por las metodologias de conjugacién que resultan
en la formacién de agregados de proteinas cuando se
incrementa la cantidad del derivado de caliqueamicina que
se conjuga al portador (esto es, la carga de farmacos). Ya
que una carga mayor de farmaco incrementa la potencia
inherente del conjugado, es deseable tener la mayor
cantidad del farmaco cargada en el portador, gque sea
consistente con la retencién de la afinidad de la proteina
pertadora. La presencia de la proteina agregada que puede
ser no especificamente téxica e inmunogénica, y por lo
tanto se debe retirar para aplicaciones terapéuticas, hace
al proceso de escalamiento para la produccién de estos
conjugados mas dificil y disminuye el rendimiento de 1los
productos. La cantidad de caliqueamicina cargada en la
proteina portadora (la carga de fadrmacos), la cantidad de
agregado que se forma en la reaccién de conjugacién, y el
rendimiento del conjugado final monomérico purificado que
se puede obtener, todo se relaciona. Por lo tanto se debe
hacer un compromiso entre una carga mayor de farmaco y el
rendimiento del monémero final al ajustar la cantidad del
derivado reactivo de caliqueamicina que se agrega a la
reaccidén de conjugacién,

La tendencia de los conjugados de fédrmacos

citotéxicos, especialmente los conjugados de



caligqueamicina, para agregarse es especialmente
problemdtica cuando se efectlan las reacciones de
conjugacion con los enlazadores descritos en la patente de
E.U.A No. 5,877,296 y la patente de E.U.A No. 5,773,001 que
se incorporan aqui en su totalidad. En este caso, un gran
porcentaje de los conjugados producidos estan en forma
agregada y es bastante dificil purificar conjugados hechos
por estos procesos originales (procesos CMA) para uso
terapéutico. Para algunas proteinas portadoras, los
conjugados con cargas aun modestas son virtualmente
imposibles de hacer excepto a una escala pequefia.
Consecuentemente, existe una necesidad critica de mejorar
los metodos para conjugar los farmacos citotdxicos tales
como las caliqueamicinas, a portadores que minimizan la
cantidad de agregacién y con ello permiten una carga de
farmaco tan alta como sea posible con un rendimiento
razonable de producto.

Previamente, se describieron métodos de conjugacidén
para la preparacidn de un derivado/portador de
caliqueamicina monomérico con una agregacién disminuida vy
una carga/rendimiento de farmacos superior (ver patente de
E.U.A No. 5,712,374 y patente de E.U.A No. 5,714,586,
incorporada en la presente en su totalidad). Aunque estos
procesos resultaron en preparaciones de conjugados con un
contenido de agregados substancialmente reducido, se
descubrid después que produjo conjugados qgue contienen
niveles indeseablemente altos (45-65% de &rea CLAR en %) de
una fraccidén conjugada baja (LCF), una fraccién que
consiste principalmente del anticuerpo no conjugade. La
presencia de LCF en el producto es un uso ineficiente del

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

significativamente las propiedades fisicas del conjugado,

Breve Descripcidn de la Invencidn

La presente invencién 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 fraccidn de conjugado baja substancialmente
reducida (LCF). Particularmente, la invencidén se refiere a
la produccidén de conjugados de portador con derivado de
caligueamicina monomérico, a los conjugados, a las
composiciones a un método de purificacién de los conjugados
y al wuso de los conjugados. Més particularmente, la
invencién se refiere a métodos para la produccién de un
conjugado de anticuerpo anti-CD22 con un derivado de
caligueamicina monomérico (CMC-544).

En una modalidad, 1la presente invencidén describe un
proceso de conjugacién mejorado para la produccién de los
conjugados, que resulta en niveles significativamente
inferiores de LCF debajo del 10% sin alguna alteracién
importante de las propiedades fisicas o quimicas. La
invencién también describe una mejora adicional a los
procesos de conjugacidén la cual resulta no solamente en una
reduccién importante en los niveles de LCF, sino también

resulta en una reduccién importante en la agregacién a
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partir de procesos previamente descritos, vy produce una
carga de farmaco substancialmente aumentada. Los conjugados
de la presente invencidén tienen la férmula:

Pr(-X-W)p
en donde:

Pr es un portador proteinico.

X es enlazador dque comprende un producto de cualquier
grupo reactivo que puede reaccionar con un portador
proteinico.

W es un farmaco citotdxico;

m es la carga promedio para un producto de conjugacién
purificado tal que el férmaco ciltotdxico constituye 7-9%
del conjugado en peso y

(-X-W)n es un derivado de férmacos citotdxico.

Los conjugados de la presente invencién, en una
modalidad, se generan por el método de la invencidn que
comprende las etapas de (1) agregar el derivado de farmaco
citotdxico al portador proteinico en donde el derivado de
farmacos citotéxico tiene 4.5-11% en peso del portador
proteinico; (2) incubar el derivado de farmaco citotédxico y
un portador proteinico en wuna solucién amortiguadora
compatible con proteinas, no nucleofilica que tenga un pH
en el intervalo del alrededor de 7 hasta 9 para producir un
conjugado portador/farmaco citoté4xico monomérico, en donde
la solucidén comprende ademds (a) un cosolvente organico vy
(b) un aditivo que comprende al menos un acido carboxilico
Ce~Cig © su sal y en donde la incubacién se efectia a una
temperatura que va desde alrededor de 30°C a alrededor de
35°C por un periodo de tiempo en el intervalo desde
alrededor de 15 minutos hasta 24 horas y (3) someter al

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



separacidn 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 fraccidén baja conjugada
(LFC) debajo de 10 por c¢iento a partir del portador
proteinico no conjugado, derivado de farmaco citotéxico vy
conjugados agregados.

En un aspecto de la invencién, el portador proteinico
del conjugado se selecciona de un grupo gue consiste de
hormonas, factores de crecimiento, anticuerpos, fragmentos
de anticuerpos, imitadores de anticuerpos y sus
contrapartes preparadas por ingenieria genéticamente o
enzimaticamente.

En una modalidad, el portador proteinico es un
anticuerpo. En una modalidad preferida el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste de un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo 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 regién 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-CDZ22 es un anticuerpo injertado con CDR gue contiene

una cadena ligera gue tiene una secuencia establecida en

SEQ ID NO: 28.
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Todavia en otra modalidad preferida el anticuerpo
humanizado anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que
comprende una cadena pesada que tiene una secuencia
establecida en SEQ ID NO: 30.

En otra modalidad preferida el anticuerpo humanizado
anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que comprende
una cadena ligera gue 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 que es un anticuerpo
varliante que se obtiene por un protocolo de maduracién de
afinidad y tiene una especificidad aumentada para el CD22.

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

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

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

Todavia en otro aspecto el farmaco citotédxico 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 citotéxico del
conjugado después de enlazarse vy entrar en las células
objetivo.

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

Todavia en otro aspecto de la invencidén se usa &cido
octanoico o su sal, o acido decanoico, o su sal comoc un
aditivo durante el proceso de conjugacidén para disminuir la
agregacién e incrementar la carga de farmaco.

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

En una modalidad, el proceso de separacidn
cromatografica usado para separar el conjugado portador
derivado de farmaco monomérice es una cromatografia de
exclusiédn de tamardo (SEC).

En otra modalidad, el proceso de separaciédn
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 separacién
cromatografica usado para separar el conjugado de portador
y derivado de farmaco monomérico en una cromatografia de
interaccién hidrofébica (HIC). En una modalidad
particularmente preferida, HIC se efectta usando un medio
cromotografico de flujo répido de fenil sefarosa 6, butil
sefarosa 4 en un medio cromatografico de flujo répido,
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 mas particularmente preferida la HIC se
efectia usando un medio de flujo rapido de butil sefarosa
4.

En otro aspecto, la invenciodn se dirige a un conjugado
portador/derivado de fdrmaco citotédxico monomérico
producido por el método de la invencién. En una modalidad
preferida de este aspecto el férmaco citotdxico usando es
caliqueamicina y el portador usado es un anticuerpo.

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

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

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

En una modalidad preferida el anticuerpo humanizado
anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que comprende
una cadena pesada que tiene una secuencia establecida en
SEQ ID NO:30.

En otra modalidad preferida 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 gue tiene una secuencia
establecida en SEQ ID NO: 30,

Todavia en otra modalidad el anticuerpo humanizado
anti-CD22 es un anticuerpo injertado con CDR que es un
anticuerpo variante obtenido por un protocolo de maduracidn
de afinidad que tiene una especificidad aumentada para el
CDZ22 humano.

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

En una modalidad, el derivado de caliqueamicina se
funcionaliza con 3-mercapto-3-metil butanoil hidrazida.

En otra modalidad, la ligadura usada para conjugar el
farmaco al portador es una ligadura hidrolizable que puede
liberar el farmaco citotdéxico a partir del conjugado
después de enlace y entrada en las células objetivo. En una
modalidad, preferida la ligadura hidrolizable es el 4&cido
4-{4-acetil fenoxi) butanocico (AcBut).

Otro aspecto de la invencidén se dirige a un conjugado
de un derivado de caligueamicina monomérico/anticuerpo
anti-CD22 que tiene la foérmula Pr(-X-S-S-W), en donde Pr es
un anticuerpo anti-CD22, X es una ligadura hidrolizable que
comprende un producto de cualquier grupo reactivo que puede
reaccicnar con un anticuerpo; W es un vradical de
caliqueamicina, m es la carga promedio para un producto de
conjugacién purificado de manera que la caliqueamicina
constituye 4-10% del conjugado en peso y (-X-$-S-W), es un
derivado de caliqueamicina generado por el proceso de la
invencion.

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

un  anticuerpo guimérico, un  anticuerpo  humano, un
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anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena sencilla, un
fragmento Fab y un fragmento a F(ab)2Z2.

En una modalidad preferida el anticuerpo es un
anticuerpo anti-CD22 que tiene especificidad para CD22
humano, y comprende una cadena pesada en donde el dominio
variable comprende un CDR que tiene al menos una de las
secuencias dadas como 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 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 (SEQ ID NO: 4) para CDR-L1
como LZ en la figura 1 (SEQ ID NO: 5) para CDR-L2, o como
L3 en la figura 1 (SEQ ID NO: 6) para CDR-L3.

En otra modalidad preferida el anticuerpo anti-CD22
comprende una cadena pesada en donde el dominio variable
comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias
dadas en SEQ ID NO: 1 para CDR-H1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID
NO: 13 o SEQ ID NO: 15 o SEQ ID NO: 16 para CDR-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-LZ 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-CcD22

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

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

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

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

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

secuencia como se establece en SEQ ID NO: 30,
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En una modalidad el anticuerpo injertado con CDR anti-
CD22 es un anticuerpo variante obtenido por un protocolo de
maduracién de afinidad y tiene una especificidad aumentada
para el CDZ2Z2 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 establecidc 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 fé&rmaco citotéxico es una caligueamicina gamma
o0 un derivado de caliqueamicina N acetil gamma.

En otro aspecto, la invencién se dirige a una método
para la preparacidén de la composicién liofilizada estable
de un conjugado de un ©portador/derivado de farmaco
citotdéxico monomérico. En una modalidad, preferida la
composicidn estable liofilizada del conjugado del
portador/derivado de férmaco citotéxico monomérico se
prepara al (a) disolver el conjugado del portador derivado
de farmacos citotdxico monomérico hasta una concentracioén
final de 0.5 hasta 2 mg/ml en una solucidén que comprende
un crioprotector a una concentraciédn de 1.5%-5% en peso, un
agente polimérico de volumen a una concentracién de 0.5-
1.5% en peso, electrolitos a una concentracién de 0.01M a
0.1M, un agente facilitador de la solubilidad a una

concentracién de 0.005-0.05% en peso, agente amortiguador a
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una concentracidén de 5-50 mM de manera tal que el pH final
de la solucidén es 7.8-8.2, vy agua; (b} dosificar la
solucién anterior en viales a temperatura de +5°C hasta
+10°C; (c¢) congelar 1la solucién a una temperatura de
congelacién de -35°C hasta -50°C; (d) someter la solucién
congelada a una etapa inicial de secado por congelacién a
una presién de secado primaria de 20 hasta 80 micras a una
temperatura de anaquel a -10°C hasta -40°C por 24 hasta 78
horas; y (e) someter el producto secado por congelacidn de
la etapa (d) a una etapa de secado secundaria a una presién
de secado de 20 a 80 micras a una temperatura de anaquel de
+10°C a + 35°C durante 15 a 30 horas.

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

ribosa, xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, mancsa,

talosa, heptosa, glucosa, fructosa, acido glucdnico,
sorbitol, lactosa, manitol, metil a-glucopiranosida,
maltosa, é&cido 1isoascérbico, 4cido ascérbico, lactona,

sorbosa, acido glucarico, eritrosa, treosa, arabinosa,
alecsa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa,
ribulosa, =xilulosa, psicosa, tagatosa, acido glucurédnico,
acido glucédnico, éacido glucarico, Aacido galacturdnico,
dcido manurdénico, glucosamina, galactosamina, sacarosa,
trehalosa, adcido neuraminico, arabinanos, fructanos,
fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos,
xilanos, levano, fucoidano, carragenina, galactocarolosa,
pectinas, acidos pécticos, amilosa, pululano, glicégeno,
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amilopectina, celulosa, dextrano, pustulano, quitina,
agarosa, queratina, condroitina, dermatano, adcido
hialurénico, acido alginico, goma xantana, almidén,
sacarosa, glucosa, lactosa, trehalosa, etilenglicol,
polietilenglicol, polipropilenglicol, glicerol, y
pentaeritritol.

En una modalidad preferida, el crioprotector es

sacarosa que estd presente a una concentracidén de 1.5% en
peso.

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

En otra modalidad el electrolito usado en la soluciédn
de liofilizacién es cloruro de sodio que estd presente a
una concentraciéon de 0.05 M.

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

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

En una modalidad preferida, la solucidén de los viales

se congela a una temperatura de -45°C; la solucién
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congelada se somete a una etapa 1inicial de secado por
congelacidén a una presidén de secado primaria de 60 micras vy
a una temperatura de anaquel de -30°C por 60 horas; y el
producto secado por congelacién se somete a una etapa
secundaria de secado, 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
farmacos citotdxico monomérico preparado por un método de
la invenciédn.

En una modalidad, el portador en el conjugado de
portador/derivado de farmaco citotdédxico 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 invencidén, el anticuerpo anti-CD22 tiene
especificidad para el (D22 humano y comprende una cadena
pesada en donde el dominio variable comprenden un CDR que
tiene al menos una de las secuencias dadas como Hl en 1la
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, vy 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-L1, como L2 en la figura 1 (SEQ
ID NO:5) para CDR-L2, o como L3 en la figura 1 (SEQ 1ID
NO:6) para CDR-L3.

En otra modalidad preferida, el anticuerpo anti-CD22
tiene wuna cadena pesada en donde el dominio variable
comprende un CDR que tiene al menos una de las secuencias
dadas en SEQ ID NO:1 para CDR-H1, SEQ ID NO:2 o SEQ 1ID
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 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 humanizade anti-CD22 es un anticuerpo anti-CD22
humanizado injertado con CDR, y comprende una regién
variable de cadena ligera 5/44-gL1 (SEQ ID N0:19), y una
regién de variable de cadena pesada 5/44-gH7 (SEQ ID
NO:27) .

En otra modalidad particularmente preferida, el
anticuerpo humanizado anti-CD22 es un anticuerpo injertado
con CDR que tiene especificidad para el CD22 humano vy
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 una modalidad, el anticuerpo injertado con CDR es

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

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

En una modalidad, la composicién puede contener
opcionalmente un agente biocactivo adicional. Tal agente
bicactivo puede ser un farmaco c¢itotéxico un factor de
crecimiento o una hormona.

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

terapéuticamente efectiva de la composicidén de la

invencién. La composicidn se pueden administrar
subcutaneamente intraperitonealmente, intravenosamente,
intraarterialmente, intramedularmente, intratecalmente,
transdermalmente, transcutanea, intranasal, topica,

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

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

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

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

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

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

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

En otra modalidad, el tratamiento comprende la
administracién de un conjugado de farmaco citotéxico de la
invencidén con uno o més agentes biocactivos seleccionados de
anticuerpos factores de crecimiento, hormonas, citocinas,
antihormonas, xantinas, interleucinas, interferones, vy
farmacos citotédxicos.

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

rituximab (Rituxan™).
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En otra modalidad los agentes bicactivos son citoxinas
o factores de crecimiento e incluyen pero no se limitan a
interleucina 2 (IL-2), TNF, CS8SF, GM~-CSF y G-CSF.

En otra modalidad los agentes bicactivos son hormonas
e incluyen estrdgenos, androgenos, progestinas, y
corticostercides.

Todavia en otra modalidad el agente biocactivo es un

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

fludarabina, gougerotina, puromicina, tegafur, tiazofurina,

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

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

En una modalidad preferida, la composicién
terapéuticamente efectiva del anticuerpo anti-CD22 de
farmacos citotéxicos conjugado se administra juntec con una
o mas combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un

régimen de tratamiento, en donde la combinacién de agentes

citotédxicos se selecciona de: CHOPP (ciclofosfamida,
doxorubicina, vincristina, prednisona, vy procarbazina);
CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, Y
prednisona) ; Ccop (ciclofosfamida, vincristina, Y
prednisona); CAP-BOP (ciclofosfamida, doxorubicina,

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

vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE-CytaBOM

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,
etopdsido, leucovorin, citarabina, bleomicina, y
vincristina); MACOP-B (metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, vincristina, prednisona, bleomicina, vy

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

En una modalidad preferida, la composiciodn
terapeuticamente efectiva del anticuerpo citotdxico anti-
CD22 de féarmaco conjugado se administra previo a la
administracién de una o més de las composiciones anteriores

de faérmacos 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 més de las combinaciones anteriores de
farmacos citotdéxicos como parte de un régimen de
tratamiento.

Otro aspecto de la invencidén se dirige a un método de
tratamiento de linfomas agresivos 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
uno © mas agentes biocactivos.

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

En una modalidad, la dosis terapéuticamente efectiva
de la composicién se administra subcutédneamente,

intraperitonealmente, intravenosamente, intraarterialmente,

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

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

Otro aspecto de la invencién se dirige al uso de un

conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado de
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or?

caliqueamicina monomérico de la presente invencién, 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
administra con uno o mas agentes biocactivos.

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

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

En otra modalidad los agentes biloactivos incluyen
citocinas o factores de crecimiento tales como interleucina
2 (IL-2), TNF, CSF, GM-CSF y G-CSF u hormonas gue incluyen
estrégenos, andrdbgenos, progestinas y corticosteroides.

En otra modalidad el agente biocactivo es un farmaco

citotéxico 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, analogos de taxol, vy
mitomicina,

En una modalidad preferida, la dosis terapéuticamente
efectiva del conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado
monomérico de caliqueamicina se administra junto con una o
mas combinaciones de agentes citotdéxicos como parte del
régimen del tratamiento, en donde la combinacién de agentes
citotdxicos se selecciona de CHOPP (ciclofosfamida,

doxorubicina, vincristina, prednisona, y procarbazina);

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

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

ciclofosfamida, vincristina, dexametasona, y leucovorin);

ProMACE~-MOPP (prednisona, metotrexato, doxorubicina,
ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin, mecloetamina,
vincristina, prednisona, y procarbazina); ProMACE~CytaRBOM

(prednisona, metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida,

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

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

alternando con ABRVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina,
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vinblastina, y dacarbazina); CHIVPP (clorambucil,
vinblastina, procarbazina, % prednisona); IMVP-16
(1fosfamida, metotrexato, y etopdsido); MIME (metil-gag,
ifosfamida, metotrexato, y etopdsido); DHAP (dexametasona,

citaribina de alta dosis, y cisplatina); ESHAP (etopdsido,
metilpredisclona, citarabina de alta dosis, y cisplatina);
CEPP (B) (ciclofosfamida, etopbsido, procarbazina,
prednisona, y bleomicina); CAMP (lomustina, mitoxantrona,
citarabina, y prednisona) ; cve-1 (ciclofosfamida,
vincristina, y prednisona), ESHOP {etopdsido,
metilpredisolona, citarabina de alta dosis, vincristina vy
cisplatina); EPOCH (etopdsido, vincristina, y doxorubicina

por 96 horas con dosis de bolo de ciclofosfamida vy

prednisona oral), ICE (ifosfamida, ciclofosfamida, vy
etopdsido), CEPP (B) (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbazina, prednisocona, Y bleomicina), 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-CD22/derivado monomérico de caliqueamicina se
administra previo a la administracién de una o més
combinaciones de agentes citotdxicos como parte de un
régimen de tratamiento.

En otra modalidad preferida la dosis terapéuticamente
efectiva de un conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivado
monomérico de caliqueamicina se administra posterior a la
administracién de una o més combinacicnes 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 caligqueamicina se administra
junto con un anticuerpo dirigido contra un antigeno de
superficie celular en malignidades de células B, vy
comprende opcionalmente una o mas combinaciones de agentes
citotdxicos como parte de un régimen de tratamiento.

En otro aspecto, la invencidén se dirige al uso de un
conjugado de anticuerpo anti-CD22/derivadc monomérico de
caligueamicina de la presente invencidén, en la fabricacién
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

combinacidn con otros agentes bicactivos.

Breve Descripcidn de Las Figuras

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

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

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

La figura 4 muestra la estrategia de separacién del
sitio de glicosilacién y lisina reactiva en CDR-~H2.

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

residuos humanos y de ratén. Las secuencias subrayadas
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indican residuos del donador que se han retenido en el
injerto. Los CDR se indican en letras italicas en negritas
(no se muestra para DPK-9). El injerto gLl tiene 6 residuos
de estructura del donador, gL2 tiene 7.

La figura 6 muestra el disefio de injertos para la
secuencia de cadena pesada 5/44; DP7 es la secuencia de
estructura del aceptor de linea germinal humana. Las lineas
verticales indican diferencias dentro de los residuos
humanos y de ratdn. Las secuencias subrayadas indican los
residuos del donador que ha sido retenidos en el injerto.
Los CDR se indican en italicas, las letras en negritas (no
se muestran para DP7). Los injertos gH4 vy gH6 tienen 6
residuos de estructura del donador. Los injertos gH5 y gH7
tienen 4 residuos de estructura del donador.

La figura 7 muestra el mapa del vector pMRR14.

La figura 8 muestra el mapa del vector pMRR10.1.

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

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

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

La figura 12 muestra el mapa de pldsmidos del vector
intermediario pCR2.1 (544qgL1l).

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

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

La figura 15 es una grafica que muestra un ensayo de

competicidédn entre un anticuerpo 5/44 de ratén 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 representacidén 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 células B en un modelo de
xenoinjerto in vivo en ratcones descubiertos.

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

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

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

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

La figura 24 es una grafica que muestra el efecto de
CMC-544, rituximab (Rituxan™), 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 gréfica que muestra el efecto de

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

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

La figura 28 es una grafica gque muestra la actividad
anti-tumor CMC-544 con y sin rituximab (Rituxan™) sobre un
linfoma que 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.

Descripcidén Detallada de la Invencién

Los conjugados de la presente invencién comprenden un
farmaco citotéxico derivado con una ligadura que incluye
cualguier grupo reactivo que reacciona con un portador
proteinico para formar un conjugado portador proteinico
derivado de un farmaco citotdéxico. Especificamente, los
conjugados de la presente invencién comprenden un fédrmaco
citotdxico 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 citotédxico. Especificamente el
anticuerpo reacciona contra un antigeno de superficie
celular en malignidades de células B. Se describe a
continuacién un proceso mejorado para la elaboracién Y
purificacién de tales conjugados. El uso de cosolventes en
particular, aditivos y condiciones de reaccidén especificas
junto con el proceso de separacién, resulta en la formacidn

de un conjugado de anticuerpo/derivado de farmaco
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cltotdxico monomérico con una reduccidédn 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 agregacién en la
utilizacién en el material de partida de anticuerpos en una
forma terapéuticamente significativa al evitar que el LCF

compita con una fraccidn més altamente conjugada (HCF).

I. PORTADORES
Los agentes portadores/obijetivo 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 aqui en adelante o singularmente como un grupo de
portadores. La propiedad esencial de un portador es su
capacidad de reconocer o enlazarse a un antigeno o receptor
asociado con células indeseables e interiorizarse
posteriormente. Los ejemplos de portadores que aplican en
la presente invencién se describen en la patente de E.U.A
No. 5,003, 394, gque se incorpora en la presente en su
totalidad. Los portadores preferidos para su uso en la
presente invencién son anticuerpos e imitadores de
anticuerpos.

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

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

Se han probado otras proteinas como estructuras y se
han utilizado ©para desplegar residuos aleatorios en
superficies de hélice alfa (Nord et al., Nat. Biotechnol.
15: 772, 1997; Nord et al., Protein Eng. 8: 601, 1995),
circuitos entre las hélices alfa en los conjuntos de
hélices alfa (Ku and Schutz, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:
6552, 1995), y circuitos limitados por puentes de bisulfuro
tales como aquellos de los inhibidores de proteasa pequenos
(Markland et al., Biochemistry 35: 8045,1996; Markland et
al., Biochemistry 35: 8058, 199¢; Rottgen and Collins, Gene
164; 243,1995; Wang et al., J. Biol. Chem. 270: 12250,
1995) .

Ejemplos de los portadores de anticuerpos que se

pueden usar en la presente invencién incluyen anticuerpos
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monoclonales, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, y fragmentos
bioldgicamente activos de los mismos. Preferiblemente tales
anticuerpos se dirigen contra los antigenos de superficie
celular expresados en células vy/o tejidos objetivo en
trastornos proliferativos tales como cédncer. Ejemplos de
los anticuerpos especificos dirigidos contra antigenos de
superficie celular en células objetivo incluyen sin
limitacidén, anticuerpos contra el antigeno CD22 que se
sobreexpresa en la mayoria de los linfomas de células R,
G5/44, una forma humanizada de una anticuerpo monoclonal
anti-CD22 murino, anticuerpos contra el antigeno de
superficie de células CD33, que prevalece en ciertos
tumores mieloides humanos especialmente leucemia mieloide
aguda hP67.6, una forma humanizada de anticuerpo murino
anti-CD33 (ver patente de E.U. No. 5,773,001); un
anticuerpo contra el antigeno PEM que se encuentra en
muchos tumores de origen epitelial designado mP67.6 (ver I.
D. Bernstein et al., J. Clin. Invest. 79: 1153 (1987) y I.
D. Bernstein et al., J. Immunol., 128: 867-881 (1992)); y un
anticuerpo humanizado contra el antigeno de carbohidrato de
Lewis y sobreexpresado en muchos tumores solidos designados
como hu3S8193, (ver patente de E.U. No 6,310, 185 BI1)Y,
Ademas existen 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™)

e€s 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 1nvencién, una molécula de
anticuerpo humanizado injertado con CDR dirigido contra el
antigeno de superficie celular CD22, designado como G5/44.
Este anticuerpo es una forma humanizada de un anticuerpo
monoclonal murino que se dirige contra el antigeno de
superficie celular anti-CD22 que es frecuente en ciertos
linfomas humanos. El término “una molécula de anticuerpos
injertada con CDR” como se usa en la presente se refiere a
una molécula de anticuerpo en donde la cadena ligera y/o
pesada contiene una o mas regiones determinantes de la
complementariedad (CDRS) que incluyen si se desea un CDR
modificado (de agui en adelante CDR) a partir de un
anticuerpo donador (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal
murino) injertado en una estructura de regién variable de
cadena ligera y/o pesada de un anticuerpo aceptor (por
ejemplo, un anticuerpo humano) . Preferiblemente tal
anticuerpo injertado con CDR tiene dominio variable que
comprende regiones de estructura del aceptor humanas asi
como uno o mas CDR del donador antes referidos.

Cuando se injertan los CDR, se puede usar cualquier
regidén variable del aceptor adecuada en una secuencia de
estructura que tenga referencia al tipo/clase del
anticuerpo del donador a partir del cual se derivan los CDR
incluyendo regiones de estructura humanas de primates y de
ratéon. Ejemplos de las estructuras humanas gue se pueden
usar en la presente invencién son KOL, 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 que
tengan cadenas dque sean homdlogas a las cadenas del
anticuerpo donador. Las cadenas ligera y pesada del aceptor
no necesariamente necesitan derivarse del mismo anticuerpo
y pueden si se desea, comprender cadenas compuestas que
tengan regiones de estructura derivadas de cadenas
diferentes.

También en un anticuerpo injertado con CDR de 1la
presente invencién, las regiones de estructura no necesitan
tener exactamente la misma secuencia que aquellas del
anticuerpo aceptor. Por ejemplo, se pueden cambiar los
residuos no usuales a residuos que se presentan més
frecuentemente para esa clase o tipo de cadena del aceptor,
Alternativamente, los residuos seleccionados en las
regiones de estructura del aceptor se pueden cambiar de
manera dque correspondan al residuo encontrado en la misma
posicién en el anticuerpo del donador, o a un residuo que
tiene una substitucidén conservadora para el residuo que se
encuentra en la misma posicién en el anticuerpo del
donador. Tales cambios se deben mantener en un minimo
necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo
donador. Un protocolo para la seleccién de residuos en las
regiones de estructura del aceptor que se puede necesitar
cambiar se establece publicacién PCT No. WO 91/09967, que
se incorpora aqui en su totalidad.

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

El anticuerpo de la presente invencién puede
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comprender una cadena pesada en donde el dominic variable
comprende como CDR-HZ2 (como se define por Kabat et al.,
(supra)) un H2’ en el cual se ha retiradoe una secuencia del
sitio del glicosilacidn potencial con objeto de incrementar
la afinidad del anticuerpo para el antigeno.

Alternativa o adicionalmente, el anticuerpo de 1la
presente 1invencidén 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 posicién 60. Este residuo de
lisina que se localiza en una posicién expuesta dentro de
CDR-H2, 'y se considera que tiene el potencial para
reaccionar con los agentes de conjugacién que resulta en
una reduccidén de afinidad de enlace del antigeno, se
substituye con un aminocdcido alternativo.

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

El anticuerpo de la presente invencién  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'), o Fv; un mondémero o dimero de
cadena pesada o ligera o un anticuerpo de cadena sencilla
por ejemplo, un Fv de cadena sencilla en el cual los
dominios variables de cadena ligera y pesada se unen por

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

El anticuerpo de la presente invencidn también puede
incluir un fragmento Fab modificado en  donde la
modificacién es la adicidén de uno o més aminodcidos para
permitir la colocacidén de una molécula reportera o efectora
al extremo de la terminal C de su cadena pesada.
Preferiblemente los aminodcidos adicionales forman una
regién de articulacién modificada que contiene uno o dos
residuos de cisteina a los cuales la molécula reportera o
del efector se pueden colocar.

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

El anticuerpo de la presente invencién tiene wuna
afinidad de enlace de al menos 5x10™® M, preferiblemente al
menos 1x10™° M, mis preferiblemente al menos 0.75x107*° M, y
mas preferiblemente al menos 0.5x107'0 M.

En una modalidad, la presente invencidén se refiere a
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conjugados de inmunotoxinas y métodos para la elaboracién
de estos conjugados, usando variantes de anticuerpos o
imitaciones de anticuerpos. En una modalidad preferida las
variantes del anticuerpo de la presente invencidén se
dirigen contra CD22 y despliegan una afinidad mejorada con
CDh22. Tales wvariantes se pueden obtener por diversos
protocolos de maduracién de afinidad que incluyen la
mutacidén de los CDR (Yang et al., J. Mol. Biol., 254, 392-
403, 1985), 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 wusar cualquier sistema de vector/célula
hospedadora adecuada para la expresiédn 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 expresién de fragmentos de anticuerpos tales como
los fragmentos Fab y F (ab'),, Yy especlalmente fragmentos
Fv y fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla, por
ejemplo Fvs de cadena sencilla. Se pueden usar sistemas de
expresidén eucaridticos de células hospedadoras, por
ejemplo, de mamiferos para la produccién de anticuerpos
mayores que incluyen moléculas de anticuerpos completas.
Las c¢élulas hospedadoras de mamiferos adecuadas incluyen
CHO, células de mieloma, células de levadura, c¢élulas de

insectos, células de hibridoma, células NSO, VERO o PER (6.

Los sistemas de expresidén adecuados también incluyen

39

S/



animales y plantas transgénicas.

II. AGENTES TERAPEUTICOS

Los agentes terapéuticos adecuados para su uso en la
presente invencidén, son fadrmacos citotdéxicos que inhiben o
fragmentan la polimerizacién de tubulina, agentes de
alquilacidén que se enlazan y fragmentan el ADN y agentes
gue inhiben la sintesis de proteinas o proteinas celulares
esenciales tales conmo proteina cinasas, enzimas, y
ciclinas. Ejemplos de tales ejemplos citotéxicos incluyen
pero no se limitan a tiotepa, taxanos, vincristina,

daunorubicina, doxorubicina, epirubicina, actinomicina,

autramicina, azaserinas, bleomicinas, tamoxifen,
idarubicina, dolastatinas/auristatinas, hemiasterlinas,
caliqueamicinas, esperamicinas y maitansincides. Los

farmacos citotéxicos preferidos son las caliqueamicinas que
son un ejemplo de los antibidticos antitumor de trisulfuro
de metilo. Los ejemplos de las caliqueamicina adecuadas
para su uso en la presente invencién, se describen por
ejemplo, en la patente de E.U. No. 4,671,958; patente de
E.U. No. 4,970,198, patente de E.U. No. 5,053,394, patente
de E.U. No. 5,037,651; y patente de E.U. No. 5,079,233, que
se 1incorporan aqui en su totalidad. La caliqueamicinas
preferidas son los derivados de caliqueamicina gamma o los

derivados de N acetil gamma caligqueamicina.

ITI. CONJUGADOS DE DERIVADO/PORTADOR DE FARMACO CITOTOXICO.

Los conjugados de la presente invencién tienen la

férmula Pr (-X-W), en donde:
Pr es un portador proteinico,

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

W es el farmaco citotédxico;

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

(=X-W)n es un farmaco citotodoxico

Preferiblemente, X tiene la férmula

(CO-Alk? -sP! ~Ar -Sp?~ Alk® -C(2z')=Q -Sp)

en donde

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

Sp! es un enlace, =-S-, -0-, -CONH-, -NHCO-, -NR'-, =N
(CH,CHy) oN-, o ~-X-Ar’-~Y-(CH;)n-Z2 en donde X, Y, vy Z es
independientemente un enlace, -~NR’'~, =-S5-, o =-0-, con la
condicién de gue cuando n=0, entonces al menos uno de Y y 2
debe ser un enlace y Ar’ es 1,2-, 1,3-, o 1,4-fenileno
opcionalmente sustituido con uno, dos, tres grupos de (Cq-
Cs) alquile, (C1-C4) alcoxi, (Ci;~C4) tialcoxi, haldgeno,
nitro, -COOR', -CONHR', —- (CH2) nCOOR"’ , ~-3 (CH2) ,COOR', -
O (CH;) ,CONHR', o =-S(CH;),CONHR’, con la condicién de que
cuando Alk' es un enlace, Sp' es un enlace;

n es un entero desde 0 hasta 5;

R" es una cadena ramificada o no ramificada (C;-Cs)
opcionalmente sustituida por uno o dos grupos de -OH, (Ci-
Cy)alcoxi, (C1~Cy)ticalcoxi, haldgeno, nitro, (C1~C3)
dialquilamino, o (Ci-Ci)trialquilamonio -A donde A- es un
anioén farmacéuticamente aceptable que completa una sal;

Ar es 1,2-, 1,3, 0 1,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C1~Cg¢)alquilo,

(C1-Cs) alcoxi, (Cy~C4)ticalcoxi, halbdgeno, nitro, -COOR’, -
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CONHR", ~O(CH;),COOR’, =-S(CH»),COOR’, -~0O(CHz),CONHR’, o =8
(CH2) nCONHR’ en donde n y R’ son como se definieron hasta
agqui o un 1,2-, 1,3-, 1,4-, 1,5-, 1,6-, 1,7-, 1,8-, 2,3-,

2,6-, o 2, T7-naftilideno o

S8
|
con cada naftilideno 0 fenotiazina opcionalmente
substituido con uno, dos, tres o cuatro grupos de (Ci-Cg)
alquilo, (C;-Cs) alcoxi, (C;-C4) tiocalcoxi, haldgeno, nitro,
-COOR’, -CONHR’, =-0O(CHy),COOR’, =-S(CH2),COOR’, © -S(CH3)
nCONHR’” en donde n y R’ son como se definen arriba, con la
condicién de gque cuando Ar es fenotiazina, Sp' es un enlace
solo unido a nitrdgeno ;

Sp?

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

Z' es H, (C1-Cs) alquilo, o fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos, o tres grupos de (C;-Cs) alguilo,
(Ci~Cs) alcoxi, (C;-C4) tiocalcoxi, haldégeno, nitro, -COOR',
-ONHR", -O(CH2),COOR”, =-S(CHy),COOR’ -O(CH,),CONHR’, o -
S (CHz) nCONHR’ en donde n y R’ son como se define arriba;

Sp es un radical divalente o trivalente (C;~Cig) de
cadena ramificada, radical aril o heterocarilo divalente o
trivalente radical, radical divalente o trivalente (C3-Cig)
cicloalquilo o heterocicloalquilo radical divalente o
trivalente aril- o} hetercaril-arilo (Ci=Cis), radical
divalente o trivalente cicloalquil- o heterocicloalquil-
alguilo (C1~Cig) o radical divalente o trivalente (Co~C1g) no
saturado alquilo, en donde heterocarilc es preferiblemente
furilo, tienilo, N-metilpirrolilo, piridinilo, n-

metilimidazolilo, oxazolilo, pirimidinilo, quinolilo,
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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)
dialquilamino inferior, (Ci-Cs) alcoxi inferior, hidroxi, o
grupos (C;-Cs) alquiltio inferior; y

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

Preferiblemente, Alk! es una cadena ramificada o no
ramificada (Cy;~Cyp) alquileno; 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-, o 1,4-fenileno opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Cg) alquilo,
(Ci-Cs) alcoxi, (C1-C4) tiocalcoxi, haldégeno, nitro, -COOR’,
~CONHR’, ~O(CH;),COOR’ =-S(CHy)NCOOR’ -0(CH3),CONHR’', o =
S (CH2) nCONHR’” en donde n y R’ son como se definidé 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 opcicnalmente
sustituido con uno, dos, tres, o cuatro grupos de (Cy1-Cg)
alquilo, (Ci;-Cs) alcoxi, (C1-C4) tiocalcoxi, halédgeno, nitro,
-COOR', ~CONHR', ~0 (CHy) nCOOR’ , -5 (CH2) NCOOR', -
O (CH,) ,CONHR" O -S(CH,),CONHR’ .

7! es (C1~Cs) alqguilo, 0 fenilo opcionalmente
sustituido con uno, dos o tres grupos de (C;-Cs) alquilo,
(C1-C4) alcoxi, (C;-C4) tioalcoxi, haldgeno, nitro, -COOR’,
-CONHR' , -0 (CHz),COOR", -S(CH;),COOR’, -0O(CH,),CONHR’, o -~
S (CH2) «CONHR’ ; Alk® y Sp® son juntos un enlace; vy Sp y Q son
como se definid inmediatamente arriba.

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

con derivados nucleofilicos, particularmente hidrazidas y
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nucledéfilos relacionados preparados a partir de las
caliqueamicinas. Estas ligaduras son especialmente utiles
en donde una mejor actividad se obtiene cuando la ligadura
formada entre en farmaco y el enlace es hidrolizable. Estos
ligadores contiene dos grupos funcionales. Un grupo
tipicamente es un &cido carboxilico que se utiliza para
reacclonar 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 la cadena lateral de una 1lisina de un
anticuerpo u otro portador proteinico. El otro grupo
funcional cominmente es un grupo carbonilo, esto es, un
aldehido o wuna acetona que reaccionard con el agente
terapéutico modificado adecuadamente. Los grupos
carbonilo pueden reaccionar en un grupo hidrazida en el
farmaco 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 invencidén es el 4&acido 4- (4-acetifenoxi)
butanoico (AcBut) gque resulta en un producto preferido en

donde el conjugado consiste de p-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 caligqueamicinas, 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 citotéxico con mayores cargas de farmaco sucede
debido a la naturaleza hidrofébica de los farmacos. La
carga de farmacos tiene a menudo limitaciones para obtener
cantidades razonables del producto monomérico. En algunos
casos tales como en los conjugados en la patente de EUA
5,877,296 es a menudo dificil hacer conjugados en
rendimientos utiles con cargas utiles para aplicaciones
terapéuticas usando las condiciones de reaccidén descritas
en la patente de EUA No. 5,053,394 debido a la agregacién
excesiva. Estas condiciones de reaccién utilizan al DMF
como el co-solvente en la reaccién de conjugacién. Se
necesitan por lo tanto métodos gue permitan un
rendimiento/cargas superiores de farmacos sin agregacién
sin la pérdida inherente de material.

Las mejoras para reducir la agregacidén se describen en
las patentes de EUA 5,712,374 y 5,714,586 que se incorporan
agquli en su totalidad. Se describen en esas patentes los
portadores proteinicos que incluyen pero no se limitan a
proteinas tales como los anticuerpos humanos o humanizados
que se hacen para atacar a 1los agentes terapéuticos

citotéxicos, tales como por ejemplo hP67.6 vy los
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anticuerpos humanizados aqui descritos. En esas patentes,
el uso de una solucién amortiguada compatible con proteinas
no nucleofilicas que contiene (i) propilenglicol como un
solvente y (ii) un aditivo que comprende al menos un acido
carboxilico Cg-Cig, se encuentra gue produce generalmente un
farmaco citotédxico monomérico con conjugados de
portador/derivados con un rendimiento/carga de farmaco
superior y una agregacién disminuida que tiene una
actividad excelente. Los 4&cidos preferidos aqul descritos
fueron los acidos Cy a Ciz y el Acido mas preferido fue el
acido octanocico y (tal como el acido caprilico) o sus
sales. 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 (solucidén amortiguadora HEPES). La solucién
amortiguada usada en esas soluciones de conjugacidén no
puede contener aminas libres o nucleéfilos. Para otros
tipos de conjugados, se pueden determinar féacilmente
soluciones amortiguadoras aceptables. Alternativamente el
uso de una solucién amortiguadora compatible con proteinas
no nucleofilicas que contienen t-butanol sin el aditivo
adicional, también se encuentra que produce conjugados de
portador/derivado monomérico de caliqueamicina con un
rendimiento superior de fadrmacos Yy  una agregaciédn
disminuida.

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

experiencia ordinaria en la técnica sin experimentacién
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indebida. La cantidad necesaria de aditivo para formar
efectivamente un conjugado monomérico también varia de
anticuerpo a anticuerpo. Esta cantidad también se puede
determinar por alguien con experiencia ordinaria en la
técnica sin experimentacién indebida. En las patentes de
EUA No.5,712,374 y 5,714,586, las adiciones de
propilenglicol en cantidades gque wvan desde 10% a 60%
preferiblemente 10% a 40% y mis preferiblemente alrededor
de 30% en volumen de la solucién total y un aditivo que
comprende al menos un &acido carboxilico Cs~Ci;3 o su sal,
preferiblemente 4cido caprilico o su sal, en cantidades que
van desde 20mM a 100mM, preferiblemente de 40mM a 90mM y
mas preferiblemente alrededor de 60mM a 90mM, se agregaron
a reacciones de conjugacién para producir conjugados
monoméricos de portador/derivados de farmaco citotdéxicos
con un rendimiento/carga superior de carga y una agregacién
disminuida. Otros co-solventes 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 organico para
transferir el farmaco en la mezcla de conjugacién.

Alternativamente en esas patentes, la concentracién
del &cido carboxilico C¢-Cig © su sal se puede incrementar
hasta 150-300 mM y el co-solvente hasta 1-10%. En una
modalidad el 4cido carboxilico fue &cido octanoico o su
sal. En una modalidad preferida, el &acido carboxilico fue
acido decanoico o su sal. En otra modalidad preferida el
acido carboxilico fue &cido caprilico o su sal que estuvo
presente a una concentracidén de 200mM de &cido 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
solucidén total, a la reaccidén total de conjugacidn para
producir conjugados monoméricos de portador/derivados de
farmaco citotdxico con una carga/rendimiento superior de
farmaco y una agregacidén disminuida.

Estas condiciones de conjugacidén establecidas se
aplicaron a la formacién de CMA-6076 (Gemtuzumab
Ozogamicin), gque 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
caliqueamicina no se distribuye en el anticuerpo en una
forma wuniforme. La mayoria de la caligueamicina es
aproximadamente la mitad del anticuerpo mientras gque la
otra mitad existe en un LCEF que solamente contiene
cantidades pequefias de caligueamicina. Consecuentemente,
exlste una necesidad critica de mejorar los métodos para
configurar farmacos citotdxicos tales como las
caligqueamicinas a portadores que minimicen la cantidad de
agregacidén y permitan una carga superior de farmaco
uniforme con un rendimiento significativamente mejorado del
producto conjugado.

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

antigenos y la citotoxicidad no se deben afectar por la
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solucioén final. Las opciones consideradas incluyen
modificacidn fisica o genética del anticuerpo, las técnicas
de separacién cromatograficas o la modificacion de las
condiciones de reaccidn.

La reacclidn del anticuerpo G5/44 con la NAc-gamma-
caliqueamicina DMH AcBut O0Su usando las condiciones de
reaccidén antiguas (condiciones del proceso CMA-676)
resultan en un producto con propiedades fisicas similares
(carga de farmaco, LCF y agregacién) como CMA-676. Sin
embargo, el alto nivel (50-60%) de LCF presente después de
la conjugacion parece indeseable. Se determinaron
condiciones éptimas de reaccién a través de una metodologia
de disefio experimental estadistico en la cual las variables
de reaccidén claves tales como temperatura, pH, entrada de
un derivado de caliqueamicina y concentracién de aditivos
se evaluaron. El andlisis de estos experimentos demostrd
que la entrada de caliqueamicina y la concentracién de
aditivos tuvo los efectos mds importantes al nivel de una
fraccidén conjugada baja de un LCF vy la formacién de
agregados, mientras que la temperatura vy 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 comparacién con la entrada de
caliqueamicina y la concentracién de aditivos) al controlar
el LCF y los niveles de agregado. Con objeto de reducir el
LCF hasta <10%, se incremente la entrada de caliqueamicina
desde 3% a 8.5% (w/w) con relacién a la cantidad de
anticuerpo en la reaccidén. Se cambio en aditive del &cido
octanoico o su sal a una concentracién de 200 mM (proceso

CMA-676) al &cido decanoico o su sal a una concentracién de
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37.5 mM. La reaccidén de conjugacidn avanzdé mejor a una
temperatura ligeramente elevada (30-35°C) y a un pH de
(8.2-8.7). Las condicilones de reaccidén que 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 comparacién de los
resultados obtenidos con las condiciones del proceso CMA-
676 se muestra en la tabla 1.
TABLA 1 COMPARACION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO CMA-676
Y CMC-544
CONDICIONES/RESULTADOS |CONDICIONES DEL |CONDICIONES DEL
PROCESO CMA~-676 |PROCESO CMC-544
Entrada de 3.0% (base enl|8.5% (p/p)
caliqueamicina peso de polvo
p/p)
Identidad del aditivo |Acido Acido
y temperatura de octanoico/sodio |decanocico/decancato
concentracidén octanoico; 200|de sodio; 37.5 mM
mM 26°C 31-35%
PH 7.8 8.2-8.7
Carga de 2.4-3.5 7.0-9.0
caliqueamicina

(porciento en peso por
el ensayo UV)
Fracciodon conjugada 45.65 % Area|<10%
baja (LCF) (antes de |CLAR
la purificacién
Agregacion (antes de |[-5% <5%
la purificacidn) <2% <2%
Agregacidén (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 (mds tipicamente 7.5-8.5) por ciento en peso, y resulta
en ningun incremento en la agregacién de proteinas en la
reaccién. Debido a la reduccién de agregado y de LCF, las
condiciones del proceso CMC-544 resultan en un producto mas

homogéneo. E1 CMC-544 se ha preparado de manera que se
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reproduce por este nuevo procedimiento de conjugacidén a una
escala de anticuerpos de multigramos.

En las reacciones anteriores, la concentracién del
anticuerpo puede ir desde 1 a 15 mg/ml y la concentracién
del derivado del caligqueamicina 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. El 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 acido
PBS, HEPES, N-(2-hidroxietil) piperacino~N’ -~ (4-
butansulfénico) (HEPRS) u otra solucidén amortiguadora

compatible con un pH de 8 a 9 o una temperatura que va
desde 30°C hasta alrededor de 35°C Yy para tiempos que van
desde 15 minutos a 24 horas. Agquellos gue son expertos en
la técnica pueden féacilmente 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 fadrmacos y el rendimiento
monomérico de conjugados, y se entiende que cualquier
portador particular de proteinas puede requerir algunas
alteraciones menores en las condiciones exactas o en la

eleccidén de aditivos para lograr los resultados o6ptimos.

V. PURIFICACION Y SEPARACION DE CONJUGADOS.

Despues de la conjugacién se pueden separar los
conjugados monoméricos de los reactivos no conjugados (tal
como un portador proteinico y un farmaco citotédxico

libre/caliqueamicina) y/o la forma agregada de los conjugados
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por métodos convencionales por ejemplo cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC, por sus siglas en inglés),
cromatografia de interaccién hidrofébica (HIC, por sus siglas
en inglés) cromatografia de intercambio de iones (IEC, por
sus siglas en inglés) o cromatofocalizacién (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 1los
conjugados se purifican usando cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC). En los procesos previamente usados para la
fabricacidén a escala de la produccién de los conjugados
anticuerpos de caliqueamicina/fédrmaco citotdéxico (proceso
CMA-676) la etapa Unica de separacién posterior a la
conjugacién empleada fue cromatografia de exclusién por
tamano (SEC). Aunque esta etapa es bastante efectiva tanto
para retirar el conjugado agregado como para lograr el
intercambio de solucién amortiguadora para la formulacién es
ineficaz al reducir el contenido de LCF. Consecuentemente, el
proceso basado en SEC se soporta completamente en la quimica
de la reaccién de conjugacidén para controlar el contenido LCF
del producto final. Otra desventaja de SEC es la limitacidn
del volumen de la mezcla de reaccién de conjugados aplicada a
la columna (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 dilucién importante de la solucién de conjugado lo cual
coloca restricciones a la concentracién de proteina que se
puede lograr confiablemente en la formulacién.

Cuando un férmaco citotdxico tiene una naturaleza

52

5 7
C

9



altamente hidrofébica tal como un derivado de caliqueamicina
y se usa en un conjugado, la cromatografia de interaccidn
hidrofdbica (HIC) es un candidato preferido para suministrar
una separacidén 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
asl 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 y octil
sefarosa de flujo réapido 4 (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ), pueden separar efectivamente componentes y agregados no
conjugados del conjugado del componente monomérico conjugados

gue siguen al proceso de conjugacion.

VI. CONJUGACTIONES Y FORMULACIONES

La presente invencidén también proporciona un proceso
para la  preparacién de una composicién/formulacién
terapéutica o de diagnéstico que comprende mezclar el
conjugado de portador/derivade de farmaco citotéxico
monomeérico de la presente invencién junto con un
excipiente, diluyente o) portador farmacéuticamente
aceptable,

El conjugado de portador/derivado de f4drmaco
citotdxico monomérico puede ser el Unico ingrediente activo
en la formulacién/composicién terapéutica o de diagndstico
se puede acompafiar por otros ingredientes activos que
incluyen otros ingredientes de anticuerpos por ejemplo las
células anti-CD19, anti-CD20, anti-CD33, anti-T,

anticuerpos anti-IFNy o anti-LPS, o ingredientes Jque no son
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de anticuerpos tales como citocinas, factores de
crecimiento, hormonas, anti-hormonas, farmacos citotédxicos
y xantinas.

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

Las hormonas usadas comunmente para tratar trastornos
proliferativos tales como el céncer y que se pueden usar
junto con los conjugados de portador/derivados de farmaco
citotdxico de la presente invencidén incluyen estrogenos
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-andrégenos, esto es flutamida vy
agentes anti-adrenales se usan comUnmente para tratar
trastornos proliferativos tales como el cancer y se pueden
usar junto con el conjugado portador/derivado de farmaco
citotdxico de la presente invencidn.

Los agentes quimioterapéuticos/anti-neoplédsticos usados
comunmente para tratar trastornos proliferativos tales como
el céncer y que se pueden usar junto con el conjugado de
portador/derivado de farmaco citotdxico de 1la presente
invencidén incluyen pero no se limitan a adriamicina,
cisplatina, carboplatina, vinblastina, vincristina,
bleomicina, metotrexato, doxorubicina, fluorcuracilos,

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
invencidén. El1 término “cantidad terapéuticamente efectiva”
como se usa en la presente se usa como una cantidad de un
agente terapéutico necesaria para tratar, mejorar o evitar
una enfermedad o condicién dirigida, o mostrar un efecto
terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier
conjugado, la dosis terapéuticamente efectiva se puede
estimar principalmente en ensayos de cultivos celulares o
en modelos animales usualmente en roedores, conejos,
perros, cerdes o primates. También se puede usar el modelo
animal para determinar el rango de concentracidén adecuado y
la via de administracién. Tal informacidén se puede luego
usar para determinar dosis utiles y vias de administracién
en humanos.

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

Se pueden administrar individualmente composiciones a
un paciente o se pueden administrar en combinacién con
otros agentes, farmacos u hormonas. La dosis a la cual el
derivado de farmaco citotéxico monomérico/conjugado de

anticuerpo de la presente invencién se administra depende

55



de la naturaleza de la condicién a tratarse, el grado del
linfoma maligno o leucemia y de si se usa profilacticamente
el conjugado para tratar una condicién existente.

La frecuencia de dosis dependerd de la vida media del
conjugado y la duracidn 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 vez
por semana o una vez cada uno o dos meses.

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

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables por
ejemplo sales 4&dcidas de minerales como clorohidratos,
bromohidratos, fosfatos vy sulfatos o sales de 4acidos
orgédnicos tales como acetatos, propionatos, malonatos W%
bensoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en estas
composiciones pueden contener adicionalmente ligquidos tales
como agua, solucidn salina, glicerol Y etanol.

Adicionalmente, substancias auxiliares tales como agentes

56



humectantes o emulsificantes o substancias amortiguadoras
del pH pueden estar presentes en tales composiciones. Tales
portadores permiten gque las composiciones se formen como
tabletas, pildoras, grageas, cdpsulas, liquidos, geles,
jarabes espesos o suspensiones para ingestidén por el
paciente.

Las formas preferidas para la administracién incluyen
formas adecuadas para administracidn parenteral por ejemplo
por inyeccidén o infusidn por ejemplo de inyeccidén de bolo o
infusidén continua. En donde el producto es para inyeccién o
infusién, puede tomar la forma de una suspensién, solucién
© emulsidn en un vehiculo aceitoso o acuoso y puede
contener agentes formuladores tales como agentes de
suspension, conservadores, estabilizadores y/o
dispersantes.

Aunque la estabilidad de la solucién 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 antlicuerpos se puede
liofilizar a una forma seca para su reconstitucién antes
del wuso con un liquido estéril adecuado. Los problemas
asociados con la liofilizacién de una solucidn de proteinas
estan bien documentados. Puede suceder una pérdida de
estructura secundaria, terciaria y cuaternaria durante los
procesos de congelado y de secado. Consecuentemente se
pueden incluir crioprotectores para actuar como un
estabilizador amorfo del conjugado y mantener la integridad
estructural de la proteina durante el ©proceso de
liofilizacidn. En una modalidad el crioprotector Gtil en la

presente invencidén es un alcohol de aztcar tal como
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alditol, manitol, sorbitol, inositol, polietileno glicol vy
combinaciones de los mismos. En otra modalidad, el
crioprotector es un acido de azlcar incluyendo un 4&cido
aldonico, un acido uronico, un adcido aldarico y
combinaciones de los mismos.

El crioprotector de esta invencidén también puede ser
un carbohidrato. Los carbohidratos adecuados son compuestos
de aldehido o de cetona que contienen 2 o mas grupos de
hidroxilos, Los carbohidratos pueden ser <c¢iclicos o
lineales e incluyen por ejemplo aldosa, setosa, amino
azucares alditoles, inositoles, A&cidos aldénicos, A&cidos
urénicos, 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 polisacarido. Los
carbohidratos adecuados incluyen por ejemplo
gliceraldehidos, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa,
xilosa, galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa,
heptosa, glucosa, fructosa, acido glucédnico, sorbitol,
lactosa, manitol, metil o-glucopiranosida, maltosa, &acido
isoascérbico, acido ascébrbico, lactona, sorbosa, A&cido
glucérico, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa,
gulosa, idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa,
psicosa, tagatosa, acido glucurdnico, 4acido glucénico,
acido glucarico, Aacido galacturénico, 4&cido manurdédnico,
glucosamina, galactosamina, sacarosa, trealosa o acido

neuraminico o derivados del mismo. Los policarbohidratos

adecuados incluyen por ejemplo arabinanos, fructanos,
fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos, mananos,
x1lanos (tal como por ejemplo inulina), levano, fucoidano,

carragenina, galactocarolosa, pectinas, &cido péctico,

amilosa, pululano, glicégeno, amilopectina, celulosa,
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dextrano, pustulano, quitina, agarosa, queratina,

condroitina, dermatano, dcido hialurdénico, acidoe alginico,

goma xantana, o almidén. Entre los carbohidratos
particularmente utiles estan la sacarosa, la glucosa,
lactosa, trealosa, y combinaciones de los mismos. La

sacarosa es un crioprotector particularmente uatil.

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

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

Una vez que se formulan, las composiciones de 1la
invencién se pueden administrar directamente al sujeto. Los
sujetos a tratar pueden ser animales. Sin embargo, se
prefieren que se adapten las composiciones para la
administracién a sujetos humanos.

Las composiciones de la presente invencién se pueden
administrar por cualquier numero de vias incluyen pero no
limitado oral, intravenosa, intramuscular, intra arterial,
intramedular intratecal, intraventricular, transdermal,
transcutéanea (ver publicacién PCT  No. w098/20734),
subcutanea, intraperitoneal, intranasal, enteral, toépica,
sublingual, intravaginal, o por vias rectales. También se
pueden usar hiporocios para administrar las composiciones

de la invencién. Tipicamente las composiciones se pueden
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preparar como inyectables ya sea soluciones o suspensiones
ligquidas. Las formas sélidas adecuadas para solucidn en, o
suspensién en vehiculos liquidos previo a la inyeccidn
pueden también prepararse,

La administracién directa de las composiciones se
efectuard generalmente por 1inyeccién subcuténeamente,
intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente
o administrarse al espacio intersticial de un tejido,
También se pueden administrar las composiciones a una
lesién. El tratamiento de dosis puede ser un esquema de
dosis sencilla o un esquema de dosis mualtiple.

Se apreciara que el ingrediente activo en la
composicidén serd un conjugado portador proteinico/fdrmaco
citotdxico. Como tal serd susceptible a la degradacién en
el tracto gastrointestinal. Asi, si se va a administrar la
composicidén por una via usando el tracto gastrointestinal,
la composicién necesitard contener agentes que protejan al
conjugado de la degradacién pero que liberen al conjugado
una vez que se ha absorbido del tracto gastrointestinal,

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

La presente invencidén 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 invencidn proporciona ademds el uso de
CMC-544 en la manufactura de una composicidén 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
CD22Z que estan presentes en el sujeto que se trata con la
composicidén o medicamentos aqul descritos. Especificamente
la composicidén o medicamento se usa para tratar humanos o
animales con trastornos proliferativos nominalmente
linfomas y leucemias que expresan el antigeno CD22 en la
superficie celular. Estas células que expresan CD22 pueden
estar circulando en el cuerpo © estar presentes en un
namero indeseablemente grande localizado en un sitio
particular en el cuerpo.

También se puede usar preferiblemente para el
tratamiento el CMC-544, en malignidades de linaje de los
linfocitos-B qgue incluyen linfomas vy leucemias, mas
preferiblemente linfomas que no es Hodgkin (NHL), leucemia
linfocitica aguda (ALL), mieloma miltiple, leucemia de
linfocitos aguda (ALL) vy leucemia linfocitica crénica
(CLL) . CMC-544 se puede usar soloc o en combinacién con
otros agentes bioactivos para tratar sujetos que padecen de
las malignidades de células B.

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

enocitabina, floxuridina, fludarabina, gougerotina,
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puromicina, tegafur, tiasofurina. Otros agentes
gquimioterapéuticos/anti-neoplésticos que se pueden
administrar en combinacidn con CMC-554 incluyen
adriamicina, cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida,
dacarbazina, vinblastina, vincristina, mitoxantrona,
bleomicina, mecloretamina, prednisona, procarbacina,
metotrexato, fluorcuracilos, etopédsidos, taxol Yy  sus

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

El CMC-544 puede ser utilizado solo en paralelo o
secuencialmente con wuna combinacién con otros agentes
bicactivos 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, predniscna, Y procarbazina); CHOP
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, Yy prednisona);
COP (ciclofosfamida, vincristina, vy prednisona); CAP-BOP

(ciclofosfamida, doxorubicina procarbazina, bleomicina,

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

procarbazina); ProMACE-CytaBOM (prednisona, metotrexato,
doxorubicina, ciclofosfamida, etopdsido, leucovorin,

citarabina, bleomicina, y vincristina); MACOP-B
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(metotrexato, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina;
prednisona de dosis fija, bleomicina, y leucovorin); MOPP
(mecloetamina, vincristina, prednisona, vy procarbazina);

ABVD (adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, vy

dacarbazina); MOPP alternando con ABV
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vy vinblastina); vy
MOPP (mecloetamina, vincristina, prednisona, y
procarbazina) alternando con ABVD
(adriamicina/doxorubicina, bleomicina, vinblastina, Y
dacarbazina) ; y ChIVPEP (clorambucil, vinblastina,
procarbazina, y prednisona). La terapia puede comprender

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

Los conjugados de la presente invencién también se
pueden administrar Jjunto con otros agente bioactivos y
guimioterapéuticos como parte de un régimen de
quimioterapia de combinacién 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, y cisplatina),
ESHAP (etopdsido, metilpredisolona, citarabina de alta
dosis y «cisplatina) EPOCH (etopdsido, vincristina y
doxorubicina por 96 horas con dosis de bolo, de
ciclofosfamida y prednisona oral), CEPP(B) (ciclofosfamida,

etopdsido, procarbacina, prednisona, vy bleomicina), CAMP
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(lomustina, mitoxantrona, c¢itarabina y prednisona), CVP-1
(ciclofosfamida, vincristina Y prednisona), CHOP-BR
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina, prednisona vy
bleomicina), CEPP~B (ciclofosfamida, etopdsido,
procarbacina y Dbleomicina) y P/DOCE (epirubicina o
doxorubicina, vincristina, ciclofosfamida vy prednisona).
Los regimenes de tratamiento adicionales para linfomas
agresivos pueden incluir en la fase 1 una primera linea de
tratamiento con CHOP (ciclofosfamida, doxorubicina,
vincristina vy prednisona)-rituximab (Rituxan™)- CMC-544
seguido de la fase 2 y en la fase 3 con CHOP-rituximab
(Rituxan™), CHOP-CMC-544 o CHOP-rituximab (Rituxan™)-cMc-
>44. Alternativamente la fase 1 puede tener una primera
linea de tratamiento con COP (ciclofosfamida, vincristina y
prednisona)-rituximab (Rituxan™)-CMC-544 sequido de 1la
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
seguido en la fase 2 y en la fase 3 con CMC-544 y CHOP
(ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisona),
CMC-544 y COP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona),
CMC-544 con rituximab (Rituxan™) o rituximab (Rituxan™)
solamente. Todavia en otra modalidad, el tratamiento de
linfomas agresivos pueden incluir una primera o linea de
tratamiento con un conjugado de anticuerpos CMC-544 seguido
en la fase 2 y en la fase 3 CMC-544 solamente o en
combinacidén en regimenes con otros tratamientos que
incluyen pero no se limitan a ESHOP (etopdsido,

metilpredisolona, citarabina de alta dosis, vincristina Y
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cisplatina), EPOCH (etopdsido, vincristina y doxorubicina
por 96 horas con dosis de bolo, ciclofosfamida y prednisona
oral), IMVP-16 (fosfamida, metotrexato y etopdsido), ASHAP
(adriamicina, solumedrol, Ara-C y cisplatina) MIME (gag-
metil, ifosfamida, metotrexato y etopodsido) Y ICE
(ifosfamida, ciclofosfamida y etopdsido). Los detalles de
los diversos farmacos citotdxicos usados en quimioterapia
de malignidades incluyendo regimenes quimioterapéuticos de
combinaciones, dosis, etc., se suministran en esta
solicitud se pueden encontrar en Cancer Principles and
Practice of Oncology, Eds. Vincent T. DeVita, Samuelo
Hellman, Steven A. Rosenberg, 6 Edition, Publishers:
Lippincott, Williams and Wilkins (2001) and Physician’s
Cancer Chemotherapy Drug Manual, Eds. Edward Chu and
Vincent T. DeVita, Publishers: Jones and Bartlett (2002).

La presente invencidn también proporciona un método de
tratamientos de sujetos humanos o animales que padecen o
estan en riesqgo 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 invencién.

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

alcance.

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

seleccidén: enlace a células Daudi, internalizacidén en

65

S



=2

células Daudi, enlace a células mono nucleares de sangre

periférica (PBMC), internalizaciédn sobre PBMC, afinidad

(mayor a 107°M), ratén ¥yl y velocidad de produccién. Se

selecciond 5/44 como un anticuerpo preferido.

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

a) Preparacién de células de hibridomas 5/44 vy
preparacién del ARN para ello

Se generd el hibridoma 5/44 por tecnologia
convenciocnal del hibridoma después de la inmunizacién 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 transcribid de una manera inversa al ADNc, como se
describe a continuacién.

b) Distribucién 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-CbD22. Los
anticuerpos de control anti-CD20 y anti-CD79%a se incluyeron
en el estudic para confirmar las areas B de tumores.

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

y los sistemas de clasificacidén REAL:

® 7 leucemia/linfoma linfoblastico B (alto/T)

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

3 linfoma plasmacitoide/inmuno citoma (bajo/A)

¢ 1 célula de manto (Int/F)

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)
¢ 6 sin clasificar (K)
e 2 linfomas de células T
Cuarenta linfomas de células B fueron positivos para
el antigeno CD22 con el anticuerpo 5/44 a 0.1 ug/ml y 6
adicionales se volvieron positivas cuando se incrementé la

concentracién hasta 0.4 png(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 més 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 CD22 se
eéxpresan 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 vy 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 regién B usando cebadores de
oligonucleoticos especificos por una reaccién de polimerasa
(PCR) .

i)S8intesis de ADNc
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Se sintetizo el ADNc en un volumen de reaccidn de
20ul gue contiene los siguientes reactivos: 50mM, Tris-HCL
pH 8.3, 75 mM KCI1, 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.

ii) PCR

Se sometieron las alicuotas del ADNc a PCR usando
combinaciones de cebadores especificos para las cadenas
ligeras y pesadas. Los acumulados de cebador degenerado
diseflados para combinarse en los pares base con las
consecuencias conservadas del péptido de sefial se usaron
como cebadores delanteros. Estas secuencias contienen todas
en orden un sitio de restriccién (Vy Sful; Vg Hindlll) que
parte de 7 nucledtidos desde sus extremos 5’, la secuencia
GCCGCCACC  (SEQ ID) NO:50), para permitir una traduccién
6ptima de los ARNm resultantes, un coddén de inicio y 20 a
30 nucledétidos basados en las secuencias del péptido lider
de anticuerpos conocidos de ratén (Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 52%. Edition, 1991,
U.S5. Department of Health and Human Services, Public Health
Service, National Institutes of Health).

Los cebadores 3’ se disefian para cubrir la unién de la
estructura 4 J-C del anticuerpo y contienen un sitio de
restriccidén para la encima BsiWl para facilitar la
clonacion del fragmento V;, PCR. Los cebadores 3’ de cadena
pesada son una mezcla disefiada para abarcar la unién J-C

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

Las combinaciones de los cebadores antes descritos
permiten que los productos PCR para Vy y V, se clonen
directamente en un vector de expresidon adecuado (ver a
continuacidn) para producir cadenas ligera vy ©pesada
quiméricas (de ratén y humano) y para que se expresen esos
genes en c¢élulas mamiferas para producir anticuerpos

antiquiméricos del isotipo deseado.

Se fijaron como sigue las incubaciones (100 pl) para
el PCR. Cada reaccidn contenia 10mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM
MgClz, 50 mM KCl, 0.01% p/v gelatina, 0.25 mM de dATP,
dTTP, dCTP y dGTP, 10 pmoles de mezcla de cebador 5, 10
pmoles de cebador 3’, 1ul de ADNc v 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% por un minuto y 72°C por un minuto. Después de 30

ciclos, se analizaron las alicuotas de cada reaccidn poxr
electroforesis en un gel de agarosa.

Para la regidén V de cadena pesada, un producto
amplificado de ADN solamente se obtuvoe cuando un acumulado
de cebadores que se combinan dentro de los pares bases del
comienzo de 1la estructura 1 reemplazdéd el acumulado del
cebador de péptido de sefial. Se clonaron los fragmentos en
vectores formadores de secuencia de ADN. Se determind la
secuencia de ADN y se tradujo para dar una secuencia
deducida de aminocdcidos. Esta secuencia deducida se
verificd con referencia de la proteina en la terminal N

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

1ii) Clonacién molecular de:los fragmentos de PCR.

Las secciones d§¢lé regién.S 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 que
contienen cadenas ligeras y pesadas que codifican cadenas
constantes de la cadena ligera capa humana y la cadena
pesada gama-4 humana. La regidn V; se subclono en el vector
de expresidén por digestidén y ligacién de restriccion a
partir del vector que forma secuencias usando ciclos de
restriccidn Sful y BsiWl creando el plasmido
PMRR10 (544cL) (figura 8). ElL ADN de cadena pesada se
amplificé por PCR al usar un cebador 5’ para introducir un
péptido de sefial, ya que esto no se obtuvo en la estrategia
de clonacién-un anticuerpo de cadena pesada de ratédn lider
de un hibridoma diferente local (determinado 162) se
empleo. El cebador 5’ tuvo la siguiente secuencia:
5" GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCATGGACTTCGGATTCTCTCTCGTGTTCCTGGCACTC
ATTCTCAAGGGAGTGCAGTGTGAGGTGCAGCTCGTCGAGTCTGG3! (SEQ ID
NO:51).

El cebador inverso fue idéntico a aquel usado en la
clonacidén del gen Vy. El producto resultante por PCR se
digirié en las enzimas HindIII y Apal, se subclond y se
confirmé su secuencia de ADN creando el pléasmido
PMRR14 (544cH) (figura 7). la co-transfeccién transitoria de
los vectores de expresién en las células CHO generd un

anticuerpo quimérico c¢5/44. Esto se logré usando el

70



reactivo de lipofectamina segin los protocolos del
fabricante (InVitrogen:Life Technology, Groningen, Paises

Bajos. Catdlogo no. 11668-027).

IT. ELIMINACION DEL SITIO DE GLICOSILACION Y LISINA
REACTIVA

Se observdé una secuencia del sitio de glicosilacién
ligado en N potencial en CDR~H2, que tiene la secuencia de
aminoacidos en N-Y-T (Figufa 3). El SDS~PAGE, la
inmunotransferencia Western y la tincién 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 observd un residuo de lisina en una posicién
opuesta dentro de CDR-H2, que tuvo el potencial para
reducir la afinidad de enlace del anticuerpo al suministrar
un sitio adicional para conjugacién 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 sitio de glicosilacién y/o la lisina
reactiva como se muestra en la figura 4. Los cebadores
delanteros que codifican la mutaciones N55Q, T57A o T57V se
utilizaron pare retirar el sitio de glicosilacién (figura
4) Yy un cuarto cebador delantero que contiene la
substitucién K60R, se generd para retirar el residuo
reactivo de 1lisina (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 y Apal) para generar los

plasmidos de expresién que codifican estos mutantes. Las
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mutaciones N55Q, T57A y T57V hacen ablacién del sitio de
glicosilacién al cambiar la secuencia de aminoacidos fuera
del consenso N-X-T/S mientras que la mutacidén K60R
reemplaza la lisina potencialmente reactiva con un residuo
de arginina similarmente cargado de forma positiva. Los
plédsmidos variantes resultantes cH se cotransfectan con el
plasmido 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 transfeccidn transitoria en células CHO y la
determinacion de las constantes de afinidad por el andlisis
BiaCore.

Las afinidades del 5/44 quimérico o sus variantes que
han tenido su sitio de glicosilacién 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 CD22mFc por medio del Fc anti-ratén
inmovilizado. E1l anticuerpo estaba en fase soluble. Se
inyectaron muestras estandares y controles (50pl) sobre Fc
anti-ratén inmovilizado seguido por un anticuerpo en 1la
fase soluble. Después de cada ciclo se regenerd 1la
superficie con 50ul de 40mM de HCl a 30pl/min. Se efectud
el andlisis cinético usando el software BIAevaluation 3.1
(Pharmacia) .

El retiro del sitio de gliéosilacién en el constructo

TS57A resultd en una velocidad activa ligeramente mas rapida
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y una velocidad 1inactiva ligeramente mds lenta en
comparacién con el quimérico 5/44, dando una mejora de
afinidad de aproximadamente 5 veces. La mutacién N55Q no
tuvo efecto en la afinidad. Este resultado fue inesperado
ya que suglere que la eliminacién del carbohidrato mismo no
tuvo aparentemente un efecto en el enlace (como con el
camblo N55Q). Se observd la afinidad mejorada solamente con
el cambio T57A. Una explicacién posible es gque
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 pequefio de la
alanina es importante y que el efecto negativo de la
treonia se relaciona con su tamafio se soporta a partir del
resultado obtenido usando la mutacién T57V: ese reemplazo
con la valina en la posicién 57 no es benéfico (no se
muestran 1los resultados).

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

Las mutaciones para la eliminacién del sitio de
glicosilacién 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 clonacidn molecular de los genes para las regiones
variables de las cadenas ligera vy pesada del anticuerpo
5/44 y su uso para producir anticuerpos qguiméricos 5/44

(ratén/humano) se ha descrito arriba. Las secuencias de
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nucledtidos y de aminocdcidos del ratén en los dominios 5/44
Vi ¥y VH se muestran en las figuras 2 y 3 (SEQ ID NOS: 7 vy
8), respectivamente. Este ejemplo describe el injerto CDR
del anticuerpo 5/44 sobre las estructuras humanas para
reducir la inmunogenicidad potencial en humanos segun el

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

I. INJERTO CDR DE LA CADENA LIGERA 5/44

La alineacidén de la secuencia de proteina con las
secuencias de consenso a partir de la regién 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 1la estructura 4 se
deriva de la secuencia de la linea germinal de la regidén J
humana JKI1.

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 antigenos va sea
directa o indirectamente a través de los efectos en el
empaque o interfaz Vy/V,. Si se considera importante un
residuo de murina y es suficientemente diferente del
residuo humano en términos de tamafio, polaridad o carga,
entonces se conserva el residuo de murina. Con base en este
analisis dos versiones de la cadena ligera injertada por

CDR que tienen las secuencias dadas en SEQ ID NO:19 y SEQ

74



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

IT. INJERTO CDR DE LA CADENA PESADA 5/44

El injerto CDR de la cadena pesada 5/44 se logrd
usando la misma estrategia como ée describe para la cadena
ligera. El dominio V de la cadena pesada 5/44 se encuentra
que es homdlogo a las cadenas pesadas humanas que
pertenecen al subgrupo 1 (70% de identidad de secuencias) vy
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 JHA4.

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

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

IIT. CONSTRUCCION DE GENES PARA SECUENCIAS INJERTADAS

Se diseraron 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
volimenes de reaccidén de 100ul 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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