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Re: Expediente No. 08.019.768A
Solicitud de patente 2 nombre de IMMUNOGEN INC.

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN, actuando como apoderada sustituta
de acuerdo con la sustitucidén presentada el 9 de febrero de 2010, identificada como
aparece al pie de mi firma, domiciliada en la catrera 11 A No. 86-53, piso 6, obrando
como apoderada de la sociedad IMMUNOGEN INC, domiciliada en Cambridge,
Estados unidos de América y solicitante de la patente de la referencia, dando respuesta
al oficio No. 10669 notificado por fijacién en lista el 20 de junio de 2012, me permito
manifestat:

1. SOLICITUD DE DIVISIONAL

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 36 de la Decisién 486 al
solicitante para dividir en dos o mas solicitudes fraccionarias, en cualquier momento del
trimite, me permito presentar:

1.1 La patente divisional titulada “PROCESO PARA PREPARAR
CONJUGADOS DE ANTICUERPO Y MAYTANSINOIDE” cuya memotia
desctiptiva cotresponde a'la misma de la solicitud No. 08.019.768A y con nuevo
capitulo reivindicatorio que consta de 33 reivindicaciones dirigidas al proceso para la
preparacién de un conjugado de anticuerpo-maitansinoide.

Para este efecto acompafiamos la siguiente documentacién:
a) La solicitud y el capitulo reivindicatorio correspondientes, junto con la memoria

descriptiva que explica, ilustra y sustenta las reivindicaciones y que se encuentra en el
expediente No. No. 08.019.768A

b) Recibo de pago No. 12110876 correspondiente al valor de la tasa oficial por
concepto de la presentacién de la solicitud divisional y la obtencién de los respectivos
certificados.

c) Pago de tasa No. 12110882 por excedente de 23 reivindicaciones adicionales.

1.2 Teniendo en cuenta lo establecido en el articulo 36 de la Decisién 486, ruego a
ese despacho tener en cuenta que la solicitud divisional que ahora presento, se beneficia
de la fecha de presentacién de la priotidad de la solicitud de la cual se deriva, es decir,
de las prioridades 60/710, 858 y 60/797,713 de agosto 24 de 2005 y de mayo 4 de 2006
de Estados Unidos de América, respectivamente.

1.3  Finalmente, me permito aclarar que la solicitud divisional no involucra
ampliacién alguna de la divulgacién contenida en la solicitud inicial. Qo000 1



2. SOLICITUD No 08.019.768A.

2.1 MODIFICACIONES

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisién 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,
presento junto con este memotial nuevo pliego teivindicatotio que consta de 21
reivindicaciones dirigidas al proceso para la preparacién de un conjugado de
anticuerpo-maytansinoide.

Como se muestra en el juego de reivindicaciones adjunto a este memorial, la
reivindicacién 1 se ha modificado para incorporar la materia objeto de la reivindicacidn
8 anterior al especificar que el agente de unién celular es un anticuerpo. En vista de esta
modificacidn, se han cancelado las antetiores reivindicaciones 7 y 8.

Adicionalmente, la Reivindicacién 1 se ha modificado para incorporar la materia objeto
de la anterior reivindicacién 17 al especificar que el agente citotéxico es un
maitansinoide. En vista de esta modificacién, se han cancelado las antetiores
reivindicaciones 16 y 17.

Se ha modificado la anterior Reivindicacién 21 (nueva Reivindicacién 17 modificada)
para ser consistente con la reivindicacién 1 modificada.

Se han modificado las reivindicaciones 1, 4, y 5 para eliminar el término
aproximadamente.

Se han reenumerado y modificado las testantes reivindicaciones para reflejar las
dependencias correspondientes.

El sustento para este nuevo pliego reivindicatorio se encuentra a lo largo de la memoria -
descriptiva y principalmente en los patrafos 0037-0038 y 0062 a 0064 de la memoria
descriptiva. El sefior examinador podra notar que no se ha agregado materia nueva a

través de estas modificaciones a las reivindicaciones.

Se anexa recibo No. 12110877 por concepto de tasa de modificacién de la solicitud.

2.2 CLARIDAD DE LA SOLICITUD

El Examinador objeta las reivindicaciones 1 y 7 supuestamente por no ser claras. En
particular, el Examinador sostiene que el alcance de los términos “agente de unién
celular”, “agente reticulador bifuncional”, “agente citotéxico”, “un anticuerpo,” y
“maitansinoide” no es claro.

Unicamente en un esfuerzo por avanzar en el proceso de la presente solicitud, y no en
la aquiescencia de la objecidn, se han modificado las reivindicaciones para sustituir el
término “agente de unién celular” con “anticuerpo” y sustituir el término “agente
citotdxico” con “maitansinoide”.

Con respecto a los términos “reactivo reticulador bifuncional”, “anticuerpo” y
“maitansinoide”, atentamente nos permitimos manifestar que dichos términos son
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ampliamente conocidos por aquellos versados en la materia. Ademas, el sefior
examinador podrd notar que la memoria desctiptiva proporciona una descripcién
detallada de estos términos, de tal manera que un experto normal en la técnica
comprendera facilmente el alcance de la invencién expuesta en las reivindicaciones
modificadas.

Por ejemplo, la memoria desctiptiva proporciona una desctipcién detallada de reactivos
reticuladores bifuncionales adecuados que se pueden utlizat en la invencién
teivindicada en, por ejemplo, parrafos 0058-0064 de la solicitud PCT publicada. Una
descripcion detallada de anticuerpos que se pueden utilizar en la invencién, incluyen
una lista y descripcion detallada de ejemplos de anticuerpos monoclonales humanizados
que se pueden utilizar en la invencién, se proporciona por ejemplo, en los parrafos
0019-0031 de la solicitud PCT publicada. Ademas, la memoria desctiptiva propotciona
una descripcién detallada de maitansinoides adecuados que se pueden utilizar en la
invencién reivindicada, incluyendo la férmula quimica y esttucturas de tales
maitansinoides, por ejemplo, en los parrafos 0033-0048 de la solicitud PCT publicada.

En relacién con la objecién del Examinador en cuanto a que las reivindicaciones 1, 4, y
5, supuestamente no son claras por mencionar el término “aproximadamente”. Se han
modificado las Reivindicaciones 1, 4, y 5 para eliminar dicho término.

En wvista de lo anterior, amablemente solicitamos sean retiradas todas las objeciones

dado que las nuevas reivindicaciones modificadas cumplen a cabalidad con el requisito
de claridad.

2.3 UNIDAD DE INVENCION

El Examinador objeta las reivindicaciones pendientes por supuestamente carecer de
unidad de invencién. En patticular, el Examinador sostiene que las reivindicaciones
pendientes se dirigen a dos grupos de invenciones. La invencién del Grupo 1
comprende un proceso para la preparacion de un conjugado de agente de unién celular
agente citotoxico, en el que el agente de unién celular es un anticuerpo. La invencidén
del Grupo 2 comprende un procedimiento para la prepatacién de un conjugado de
agente de unién celular agente citotdxico, en donde el agente de unidn celular se
selecciona del grupo que consiste de interferones, interleucina 2, intetleucina 3,
intetleucina 4, intetleucina 6, insulina, EGF, FGF TGF,, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-
CSF, y transferrina.

En respuesta a la objecién de unidad de invencién, atentamente nos permitimos
manifestar que es deseo del Solicitante elegir la invencidon del Grupo I, que se refiere a
un procedimiento pata preparar un conjugado de agente de unidén celular agente
citotéxico, en el que el agente de unién celular es un anticuerpo. El solicitante se
reserva el derecho a proseguir la materia objeto de la invencién del Grupo II, en una o
mas solicitudes divisionales.

Como se menciond anteriormente, se han modificado las reivindicaciones para sustituir
el término “agente de unién celular” con el término “anticuerpo”. Por consiguiente, las
reivindicaciones modificadas corresponden a la materia objeto del Grupo I, y por ende,
solicitamos de manera atenta se retiren las objeciones de unidad invencién.
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2.4 NIVEL INVENTIVO

El sefior Examinador argumenta que las reivindicaciones carecetian de nivel inventivo
en vista de la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional WO 03/057163 A2
(Mazzola et al) (D1) y la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional WO
02/098897 A3 (Bandet et al.) (D2).

Especificamente, el sefior Examinador sostiene que el proceso expuesto en las
reivindicaciones pendientes no parece proporcionar ningin efecto técnico inesperado
en comparacion con los procesos descritos en D1 y D2. Por lo tanto, el examinador
considera que el proceso expuesto en las reivindicaciones pendientes habtia sido obvio
para un experto en la técnica en vista de la descripcién de estas dos anterioridades.

Sobre este particulat, respetuosamente nos permitimos decir que el Solicitante no se
encuentra de acuerdo dado que D1 se refiere a métodos mejorados para la preparacién
de inmunoconjugados. En particular, D1 desctibe un método para conjugar un
maitansinoide con un anticuerpo que comprende (a) hacer reaccionar un ligante que
contiene disulfuro con el anticuerpo a un pH entre 5,0 y 8,0 para formar un anticuerpo
modificado, (b) retirar el ligante que no ha teaccionado del anticuerpo modificado
mediante filtracién de flujo tangencial, (c) conjugar el anticuerpo modificado con el
maitansinoide en un intervalo de pH 6,0 a pH 6,5 en un solvente que comptende
dimetilacetamida y/o acetonittilo, y (d) putificar el conjugado maitansinoide-anticuerpo
modificado mediante cromatografia de intercambio idnico o con SP-Sefarosa (véase,
por ejemplo, pagina 2, lineas 21-34, asi como el Ejemplo 1 y la reivindicacion 1 de
dicho documento).

En ese orden de ideas y con respecto a las etapas de putificacién (b) y (d), D1 desctibe
que el uso de filtracién de flujo tangencial en la etapa (b) elimina eficazmente el ligante
sin reaccionar y el etanol, a partir del anticuetpo ligante-modificado (véase, por ejemplo,
pagina 4, lineas 19 - 21, pagina 5, lineas 3-6, y pagina 6, lineas 34-36) y que el uso de
cromatografia de intercambio iénico en la etapa (d) climina eficazmente el DM1 sin
reaccionar, DMA, y agregados de conjugado de anticuerpo-DM1 (véase , por ejemplo,
pagina 5, lineas 16-18 y 29-32, y pigina 7, lineas 28-30). D1 no describe ni sugiere
ningan método de purificacidn alternativo para uso en la etapa (b) o la etapa (d).

Por su parte, D2 se refiere a anticuerpos modificados, o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que se unen al dominio extracelular del antigeno de membrana
especifico de préstata humana (véase, por ejemplo, el resumen). D2 describe un
método para conjugar un anticuerpo especifico, deJ591, para el maitansinoide DM1
para producit un inmunoconjugado deJ591-DM1 (véanse los parrafos 00.441 a 00,444).
Especificamente, D2 describe un método de conjugacién que comprende: (1)
concentrar el anticuerpo mediante filtracién de flujo tangencial, (2) modificar el
anticuerpo con un ligante (es decir, SPP), (3) purificar el anticuerpo modificado por
cromatografia no adsorbente (es decir, cromatografia de filtracidon en gel y una columna
de Sephadex G-25), (4) conjugar el anticuerpo modificado con DM1, (5) purificar el
anticuetpo conjugado de DM1 sin reaccionar por cromatografia no absorbente (es
decir, filtraciéon en gel utilizando una columna Sephadex G-25), y (6) concentrar el
anticuetpo conjugado usando filtracién de flujo tangencial y diafiltracién (véase el
patrafo 00443).

Aunque D2 desctibe el uso de filtracidon de flujo tangencial para concentrar el
anticuerpo en la etapa (1) y para concentrar el conjugado-anticuerpo en la etapa (6), D2
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no describe ni sugiere el uso de filtracidén de flujo tangencial para putificar el anticuetpo
modificado (es decir, el anticuerpo con un ligante unido al mismo) o pata putificar el
anticuerpo-conjugado. Mas bien, D2 describe claramente sélo el uso de cromatografia
no absorbente (por ejemplo, cromatografia de filtracién en gel tal como Sephadex G-
25) para purificar el anticuerpo modificado en la etapa (3) [que concuerda con la etapa
(b) del método de la invencién] y purificar el anticuetpo conjugado de DM1 sin
reaccionar en la etapa (5) [que concuerda con la etapa (d) del método de la invencién].
Sin embargo, similar a D1, D2 no describe ni sugiere ningiin método de purificacién
alternativo para uso en la etapa (3) o la etapa (5).

La Retvindicacién 1 modificada requiere el uso de filtracién de flujo tangencial,
precipitacién selectiva, filtracién pot adsorcidén, cromatografia de adsorcidén para
preparar una primera mezcla purificada de agentes de unién celular que tienen ligantes
unidos a este en la etapa (b), y el uso de precipitacién selectiva, filtracién adsorbente , o
cromatografia de adsorcién para purificar los anticuerpos quimicamente acoplados a
través de ligantes para el maitansinoide a partir de otros componentes de la segunda
mezcla en la etapa (d), en donde si filtracidén de flujo tangencial se utiliza en la etapa (b),
la segunda mezcla no se somete a cromatografia de adsorcién en la etapa (d). Antes de
la presente invencidn, sélo la combinacién especifica de etapas de purificacion descritas
en D1 y D2 se conoce en la técnica para preparar conjugados de anticuerpos
maitansinoides, es decit, el uso de filtraciéon de flujo tangencial en la etapa (b) en
combinacién con cromatografia de adsorcién en la etapa (d), como se describe en D1,
o el uso de la cromatografia no adsorbente en las etapas (b) y (d), como se desctibe en
D2. En el momento de la presente invencién, se pensaba que no se podrian utilizar
técnicas alternativas de putificacién para conseguir el mismo resultado o un mejor
tesultado que los procedimientos de la técnica anterior descritos en D1y D2, debido a
las diferentes propiedades de cada una de estas técnicas de purificacién. Sin embargo el
Solicitante descubrié inesperadamente que las combinaciones especificas de las etapas
expuestas en las reivindicaciones pendientes se pueden utilizar para preparar de manera
eficiente y efectiva conjugados de anticuerpo maitansinoides del mismo, o mayor,
rendimiento que los procesos de la técnica antetior (véase, pot ejemplo, los resultados
de la experimento presentado en el Ejemplo 7 de la presente solicitud).

El Solicitante afirma respetuosamente que no hay nada en la divulgacién de D1 o D2
que hubiera sugerido a un experto en la técnica modificar la estrategia de purificacién
descrita alli, y mucho menos utilizar las combinaciones especificas de técnicas de
putificacién expuestas en las reivindicaciones pendientes para preparar un conjugado de
anticuetpo-maitansinoide. Esto es especialmente cierto ya que D1 describe que la
filtracién de flujo tangencial “se utiliza [en la etapa (b)] para retirar el ligante sin
reaccionar y el etanol a pattir del anticuerpo modificado con ligante” (pagina 4, lineas
19-21).

Ademas, D1 hace hincapié en la impottancia de la utilizacién de la cromatografia de
intercambio iénico en la etapa (d) para purificar un conjugado anticuerpo-maitansinoide
“de DM1, DMA, y agregados sin reaccionar” (pagina 5, lineas 16-18). En consecuencia,
un experto en la técnica apreciard la importancia de realizar la combinacién especifica
de etapas de putificacién como se establece en el proceso descrito en D1, y no buscatia
modificar las etapas de purificacién descritas alli.

En vista de lo anteriot, el Solicitante afirma que no hay nada en D1 o D2 que habria
razonablemente sugerido a un experto en la técnica que la combinacién especifica de
etapas de putificacién que definen la presente invencién se podtia utilizar para preparat
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un conjugado anticuerpo-maitansinoide putificado de la misma o mayor calidad y
cantidad que la producida por el proceso desctito en D1 y D2. En consecuencia, la
presente invencién tal como se define por las reivindicaciones pendientes se debe
considerar que posee nivel inventivo en vista de D1y D2, y se debe retirar la objecion
al nivel inventivo.

Finalmente, nos permitimos manifestar que habiendo atendido cabalmente las
objeciones presentadas por ese despacho, solicitamos de manera atenta se conceda el
privilegio de patente de invencién a la solicitud 08.019.768A 1y a la solicitud divisional
que se presenta con el presente memotial o si el examinador considera que subsisten
razones para objetar la presente familia de invenciones, rogamos expedir otro examen
de fondo con los debidos motivos y razones que sustenten su objecién con el fin de
que nuestro mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos con base en la
interpretacién de los articulos 45 de la Decisiéon 486 -el cual otorga la facultad al
examinador pata emitir los exdmenes de fondo-, 35 y 59 del Cédigo Contencioso
Administrativo que sefiala que: “babiéndose dado oportunidad a los interesados para
expresar sus opiniones, y con base en las pruebas e informes disponibles, se tomard la
decisién que serd motivada al menos en forma sumaria si afecta a particulares”y ..)
deberi proferirse la decision definitiva. Esta se motivard en sus aspectos de hecho y de
derecho, y en los de conveniencia si es el caso”, tespectivamente (El subrayado es
nuestro). '

En consecuencia, pedimos a ese despacho pronunciarse en relacién con todos los
argumentos presentados en este memotial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional

Sefior Superintendente,

C.C. 41.654.882 d& Bogota
T.P. 20824 del C.S.J.

notificaciones@clarkemodet-coim.co
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—_— Espacio reservado para el adhesivo de radicacion
., ‘\"‘iww
. o
Industria ¥y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. Identificacion del Tramite
[ ] Error material Il Modificacion a una Solicitud en tramite

_ Patente de Invencidn
Patente de Modelo de Utilidad
[] Registro de Disefio Industrial
[_] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante

Persona Natural Persona Juridica -

IMMUNOGEN, INC.
Nombre o denominacién / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro [__]  Pequefa[_] Mediana [_] otra []

Documento de identificacion: DC.C. [:]C.E. DNlT E]Otro Numero

Nacionalidad/Pais de constitucién Direcci6n y domicilio del titular Ciudad
ESTADOS UNIDOS DE AMERICA | 128 Sidney Street, Cambridge, MA 02139 CAMBRIDGE
Direcci6n electrénica No. Fax Numero telefénico
D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las

comunicaciones sean enviadas a través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:
RODRIGUEZ D’ALEMAN DILIA MARIA C.C. 41.654.882 20824 CSJ
Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional
Direccién y domicitio Ciudad
Carrera 11 No. 86-53, Piso 6, Bogota D.C., Colombia Bogota D.C.
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
info@clarkemodet.com.co 6350824 6181088

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial,
sirvase indicar el nimero de su radicacién o protocolo de poder general
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4,  Datos del tramite
Correccion:
Expediente No. 08-019.768A

Aparece

Debe ser

Modificacion:

- Modificacion al capitulo reivindicatorio. ,
Se presenta nuevo capitulo reivindicatorio que ahora consta de 33 reivindicaciones.

b

|:| Modificacion al capitulo descriptivo.

|:| Modificacion al capitulo descriptivo.

[:l Modificacion al resumen.

L—__—I Modificacién a los dibujos.

5. Anexos

- Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccioén y/o modificacion
l:] Poder, si fuere el caso.
[l Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

‘—_—l Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

6. Firma

DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN

Nombre y apellidos Firma vK
C.C. 41.654.882 ' Tarjeta Profesional 20824 CSJ
P-3354

notificaciones@clarkemodet.com.co

P102-F17 vrl (2012-04-19)
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Rvs modificadas
Octubre 24, 2012

REIVINDICACIONES

Un proceso para preparar un conjugado anticuerpo-
maitansinoide que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un anticuerpo con un
reactivo reticulador bifuncional para unir
covalentemente un ligante al anticuerpo y por
consiguiente preparar una primera mezcla que comprende
anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos,

(b) someter la primera mezcla a filtracién de
flujo tangencial, precipitacién selectiva, filtracién
por adsorcién, o cromatografia por absorcién y por
consiguiente preparar una primera mezcla purificada de
agentes de unién celular que tienen ligantes unidos a
los mismos,

(c) conjugar un maitansinoide a los anticuerpos
que tienen ligantes unidos a los mismos en la primera
mezcla purificada al hacer reaccionar los anticuerpos
que tienen ligantes unidos a los mismos con un
maitansinoide en una solucién que tiene un pH de 4 a 9
para preparar una segunda mezcla gue comprende (1)
anticuerpo quimicamente acoplado a través del ligantes
al maitansinoide, (ii) maitansinoide 1libre, y (iii)
subproductos de reaccidén, y

(d) someter la segunda mezcla a precipitacidn
selectiva, filtracidén por adsorcién, o cromatografia por
absorcién para purificar los anticuerpos gquimicamente
acoplados a través de los ligantes al maitansinoide a
partir de los otros compuestos de la segunda mezcla y
por consiguiente preparar una segunda mezcla purificada
de anticuerpos quimicamente acoplados a través de los

ligantes al maitansinoide,
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con la condicién que si se somete la primera mezcla a
filtracién de flujo tangencial en la etapa (b), la
segunda mezcla no se somete a cromatografia por

absorcién en la etapa (d).

El proceso de la reivindicacién 1, en donde se utiliza

la cromatografia por absorcién en las etapas (b) y (d).

El proceso de la reivindicacién 1 o 2, en donde 1la
cromatografia por absorcién se selecciona del grupo que
consiste de cromatografia de hidroxiapatita,
cromatografia de induccién de carga hidréfoba (HCIC),
cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC),
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de
intercambio iénico de modo mezclado, cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados (IMAC), cromatografia
de ligando de tinte, cromatografia de afinidad,
cromatografia de fase inversa, y combinaciones de las

mismas.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en

donde la solucidn en la etapa (c) tiene un pH de 4 a 6.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en
donde la solucién en la etapa (c) tiene un pH de 6.5 a

9.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en
donde la solucidén en la etapa (c) tiene un pH de menos

de 6.0 o un pH mayor de 6.5.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en

donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. 00C“3ﬂ9
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

l6.

17.

El proceso de la reivindicacién 7, en donde el

anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humanizado.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste
de huN901, huMy9%-6, huB4, huC242, trastuzumab,

bivatuzumab, sibrotuzumab, CNTO95, huDS6, y rituximab.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en

donde el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

BEl proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en

donde el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en

donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humano.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de

ratén.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-13,

en donde el maitansinoide comprende un grupo tiol.

El proceso de la reivindicacién 14, en donde el
maitansinoide es N* -deacetil-N? - (3-mercapto-1-

oxopropil)-maitansina (DM1).
El proceso de 1la reivindicacién 14, en donde el
maitansinoide es N*-deacetil-N?'-(4-metil-4-mercapto-1-

oxopentil)-maitansina (DM4).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-1e,

en donde el anticuerpo se acopla quimicamente 88CN)10
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18.

19.

maitansinoide a través de enlaces quimicos seleccionados
del grupo que consiste de enlaces de disulfuro, enlaces
labiles en medio 4&cido, enlaces fotoldbiles, enlaces
labiles en peptidasa, enlaces de tioéter, y enlaces

ldbiles en esterasa.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el reactivo reticulador bifuncional se
selecciona del grupo que consiste de 3-(2-
piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), N-
succinimidil-4~(N-maleimidometil)-ciclohexano-1l-carboxi-
(6-amidocaproato), (LC-SMCC), éster de N-succinimidilo
de 4acido x-maleimidoundecanoico (KMUA), éster de N-

succinimidilo de 4cide y-maleimidoundecanoico (GMBS),

éster de N-hidroxisuccinimida de acido O-
maleimidocaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS), éster de N- (o~
maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-6-(p-
maleimidopropionamido)hexanocato  (SMPH), N-succinimidil
4-(p-maleimidofenil) -butirato (SMPB) , N- (p-
maleimidofenil) isocianato (PMPI), N-succinimidil-4-
(yodoacetil) -aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo

(SBA), y 3-(bromoacetamido)propionato de N-succinimidilo

(SBAP) .

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el reactivo reticulador bifuncional se
selecciona del grupo que consiste de 4-(2-
piridilditio)butanocato de N-succinimidilo (SPDB), 4-(2-
piridilditio)pentancato de N-succinimidilo (SPP), y 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-

succinimidilo (SMCC). 00()31 1
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20. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-19,

en donde la solucidén en la etapa (c) comprende sacarosa.

21. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-20,
en donde la solucidén en la etapa (c) comprende un agente
regulador seleccionado del grupo que consiste de un
regulador de «citrato, wun regulador de acetato, un

regulador de succinato, y un regulador de fosfato.

006012
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reservado para el adhesivo de radicacion

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT

08-019.768A

TIPO DE SOLICITUD

X Patente de invencion

[] Patente de Modelo de Utilidad

X Capitulo 1 [ Capitulo 11
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2006/031653 Fecha 14 de Agosto de 2006
Publicacién Internacional No. WO 2007/024536 A2 Fecha 1 de Marzo de 2007

3 | TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

Proceso para Preparar Conjugados de Anticuerpo y Maytansinoide

4 I CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) A61K 47/48

5 | SOLICITANTE (5)

[:] Esta persona tamblén es mvcmor Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complemcntarla -

TIPO

APELLIDOS O RAZONISOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION
e IMMUNOGE
| DATOS DEL SOLICITANTE *
DIRECCION: 128 Sldney Street No. TELEFONO:
Cambridge, MA 02139
‘ CORREO ELECTRONICO:
CIUDAD: Cambridge
O LUGAR DE CONSTITUCION: Estado de

PAIS DE RESIDENCIA: Estados Unldos ; Massachusetts, Estados Unidos de

de América il > ‘ América
. INVENTOR (ES)  VER HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1.
2.
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.
2.
OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)
[] Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacién.
9 | [[] REPRESENTANTE LEGAL [X] APODERADO
’ APELLIDOS 4 NOMBRES IDENTIFICACION

RODRIGUEZ D'ALEMAN DILIA MARIA C.C.41.654.882  T.P.20824 CSJ
DIRECCION  Carrera 11 No. 86-53, Piso 6 No. TELEFONO 6181088
CIUDAD Bogota D.C. ISI?IEZ{(}I{]}?}SONICO clarkemodet@clarkemodet.com.co

, No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE PODER

GENERAL
10 ] DECLARACIONES DE PRIORIDAD Xs1 [JNo
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA AAA/MM/DD

I. Estados Unidos de América US 60/710,858 2005/08/24
2. Estados Unidos de América uUsS 60/797,713 2006/05/04
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11 DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que ¢l objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biologicos de los que cualquiera de los paises miembros de
la Comunidad Andina es pais de origen. :

OsI Ao
Nota: En caso afirmativo debers anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, 0 certificado o niimero de registro,
expedido por la Autoridad competente. :

12 DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades indigenas, afroamericanas o locales
de paises miembros de la Comunidad Andina.

Ost anNo

Nota: En caso afirmativo debers anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o nimero de registro expedido por
la Autoridad competente. ' :

13 | REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
[s1 gno

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere la resolucién vigente
en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento,

Micro, pequefias y medianas empresas D
Universidades publicas o privadas ]
Entidades sin 4nimo de lucro r_—]

Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos

14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA st QO No

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones en linea a través de Internet de
los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el
servicio de notificacion a través de internet.

15 | COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO echa 24/10/2012

241012012

16 | FIRMA DEL APODERADO:

ANEXOS

17
Documentacién Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [ Poderes, si fuera el caso.
10. [ Documento que legalmente pruebe la cesion del
1. [ Descripcion N° de folios: 67 inventonf al  solicitante 0 a su causante.
2. Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 33 1. C9p1a del contrato de acceso de recursos
3. [ Dibujos y/o figuras N° folios: ge;néncos [ pr(_)ducto§ denvadps, certificado o
numero de registro, si fuera el caso.
4. [X Resumen. 12. [ Copia de la licencia o autorizacién de
5. [0 Certificado de depésito de material biolégico si fuera el caso. Conocimientos Tradicionales, certificado o nimero
6. [ Listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoécidos en forma digital si fuera el caso. de registro, si fuera el caso.
7. [ Arte final 12 x 12. i 13. Reduccién de tasas
8. [ Anexo formato digital. . R Micro, pequefias 0 medinas empresas .

[ Copia simple de la declaracién de renta del afto
inmediatamente anterior, o en su defecto prueba documental
idonea.

[ Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas
O Copia acto de reconocirmiento institucional
emitido por el Ministerio de Educacién
Entidades sin 4nimo de lucro
[ Copia de'registro vigente en C4mara de comercio.
[[] Hoja de informacién complementaria.
[ Otros, especificar
14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacién
de la solicitud.
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de

prioridad. .

16. [ Comprobante de pago de latasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacién.

17. [ Comprobante de pago por reivindicacion
adicional a 10.

. P-3553
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b AL HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT |

ANEXO INVENTORES

1.) YONG, Dai
(15 Beechwood Circle, Northborough, Massachusetts 01532, Estados Unidos de América);

2.) YONG, Wang
(27 Pequot Road, Wayland, Massachusetts 01778, Estados Unidos de América);

3) SHENGJIN, Jin
(415 Arlington Street, Acton, MA 01720, Estados Unidos de América);

4.) DEBORAH H., Meshulam
(32 James Street #6, Brookline, MA 02446, Estados Unidos de América);

5.) GODFREY W., Amphlett
(8 ¥4 Ash Street Place, Cambridge, MA 02138, Estados Unidos de América);
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PROCESO PARA PREPARAR CONJUGADOSlDE ANTICUERPO Y

}MAYTANSINOIDE

[0001]Esta

CAMPO DE LA INVENCION

|

pertenece a un

invenci@n proceso para
preparar conjugados de sustancialmente alta ' pureza vy
estabilidad, en donde |los conjugados c@mprenden un agente

camente acoplado a un fdrmaco.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002]El tratami
significativamente ofe
farmacéuticos que lleg
células cancerosas. Pg
tomado .

antigenos expresados s

para desarrollar

enlazan a antigenos especificos de tumor o©

tumor.

bacterias y toxinas vegetales,

férma;os quimioterapéut
anticuerpos
superficie celular asod
por

(ver, ‘ejemplo,

Internacionales WO OO/Q2587,

Patentes U. S.

ventaja de receptores de

farmacos

A este respecto,

monoclonal

5,475,092,

ento de cancer ha: progresado

n el. desarroﬁlo dé productos
an mas eficiente@ente %a Y métan a
ra este fin los;invesﬁigadbres han
sugerfipié celular vy
electivamente poﬂ células de cancer
basados e# anticuerpos que

asociados a
moléculas citétéxicaé tales como
radionucieétidds, y ciertos
icos han sido lijados q@imicamente a
es que enlazaﬁ a %ntigenos de
iados '‘a tumor o %specificoé de'tumor

Patentes

las Solicitu@es de

WO 02/060955, y WO 02/092127,

6,340,701,

Nos. y 6,171,586,
Publicacién de Solicitid de Patente U.$. No. 2003/0004210
dores, J. Immunoli Metths, 112:267-

Al, y Ghetie y colabora

000017
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sulfhidrilo téles como

de conjugados de antic

ejemplo,

277 (1988). Dichos com
como toxina,

respectivamente.

radionucledtido,

A menudo también

|
puestos son mencionados tipicamente
y “conjugados” -de féarmaco,

son: mencionados como
! i j

inmunoconjugados, radiodinmunoconjugados, e inmunotoxinas.

La muerte.de.células tumorales tiene lugar a partir del

enlace del conjugado de farmaco a una! célula tumoral vy

farmaco. La

farmaco minimiza la

liberacién y/o activacién de la actividad citotéxica del

selectividad producida por cohjugados de

toxicidad hacia "células - normales,

mejorando asi la tolerancia del farmaco én el paciente.

[000$]Se han de
conjugar anticﬁerpos' a
Patentes U.S. Nos 5,20
ejemplo, -las Patentes
describen un  proce
maytansinoide~anticuerp

modificado con' un reac

describe en las Patente

Publicacién de Solicitud“de Patente No.

Patentes U.s. 5, 2(

adicionalmente la conjugacién de un

con  un exceso'lde- ur
sulfhidrilo a pH de

columnas para cromatogr

exclusidén de tamarfio (SE

Liu vy colabg

scrito

previamente procesos para

maytansinoides (ver, por ejemplo las

3,020, 5,416,064, y 6,441,163). Por

so. para. fabricar conjugados de

Jlen donde el anﬁicuerpb es primero
tivo heterobifunéional ‘tal como se
>s U.S. Nos. 4,149,003, 4,563,304 vy
. 200470241174 Al.

8,020' y 5,4&6,064: describen

anticuerpo modificado

1 agente citotdxico que contenga

7, seguido por purificacién sobre

uerpo—férmaco.poﬁ cromatografia por
C) también se ha ‘descrito (ver, por

Acad. .Sci

THAR:

L. . e B
e T

- .. B

radores, Prob;. fNatl.

agentes citotéxicos que contengan -

U.S. Nos. 5,208,020 y 5,416,064

afia Sephadex™ G25. La ‘purificacién
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~como ‘también aspectos

(Usa), 93: 8618-8623

Cancer Research, 52: 12

(1996), -y Chari. y colaboradores,

7-131 (1992)).

[0004]Los procesos  que se€ han de&crito' previamente

1

. . 1 ' : : oo .
para la fabricacién de los conjugados anticuerpo-farmaco

son complejos porque estédn obstaculizados con etapas que

son 1incémodas,

gue sSon menos puros

para realizar o producir inmunoconjugados

o menos establesg que lo deseable

6ptimamente. Por ejemplo, la conjugaciéﬁ a un pH de entre

6.0 y 6.5 no es oOptim
estables. Ademéas, la
condiciones son = gene

conduciendo a un requer

de material.

a para producir conjugados puros vy
reaccién de conjugacién bajo estas
ralmente

lentas:' e ineficientes,

imiento de tiempo. excesivo y CONsumo

[0005]Seria deseable modificar o éliminar una o mas

etapas de fabricacién
producto, tales como pu

adicionalmente tener op

sin comprometer la .calidad del
reza y/o estabilidad. Seria deseable

ciones de purificacién adicional que

las que han sido descritas hasta ahora en cuanto a algunas

opciones seran mas eficientes con ciertas combinaciones de

agentes de enlace celul

otros. |

|
[0006]En vista de

el arte para

composiciones de conju

ar, enlazadores, iy farmacos, que con

lo anterior, exislte una necesidad en

desérrollar métodos mejorados de preparar

gados‘de farmaco- agente de enlace

celular que son sustancialmente de alta pureza y al mismo

tiempo tienen mayor edtabilidad. La invencién proporciona

un método tal. Estas y

otras ventajas de la invencioén, asi
adicionales de IXa invencion, 'serén

008018
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obvias .a partir de | la descripcién de 1la invencidn
proporcionada en la prelsente.
BREVE| SUMARIO DE LA INVENCION'
[0007]La invencién proporciona ‘un proceso  para

preparar un
estabilidad que compr
gquimicamente acoplado

(a) poner en contacto
reactivo de reticu
covalentemente un enls
preparar asi una prime
enléce celular que ten.
(b) someter la Aprime
tangencial, cromatogra

adsorcién, precipitacid

conjugado

sustancialmente de alta pureza vy
énde ‘un ~agente .de enlace celular
a un farmaco. Ey proceso comprende
un agente de enﬁéce celular con un
laéién_ bifunciQnal para fijar
ce al agente d% lenlaée celular vy
2ra mezcla que cqmprenda agentes de
gan lig;ntes enlagados é los mismos,
ra mezcla a fﬁltracién' de flujo

fia por absorcién, filtracién por

n selectiva, o combinaciones de los

mismos, - y preparar asi una primera mezcla purificada de

agentes de enlace celu

éstos, (c)conjugar un

lar que tengan ligantes enlazados a

farmaco a los agentes de enlace

celular que tengan ligantes enlazados a ‘éstos en la primera

mezcla purificada por

celular que tengan lig
i

reaccién de los: agentes de enlace

antes enlazados & los mismos con un

farmaco en una soluciéh que tenga un pH de aproximadamente

4 a aproximadamenfe 9
comprendaA(i)égente de
a través del enlace

l somete

reaccién, y (d)

flujo tangencial, crome

para preparar una segunda mezcla que
enlace celular quimicamente acoplado

al farmaco, (ii) sub-productos de

r la segundalmezéla a filtracién de

tografia de adsorcién, filtracidn de

227600020
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adsorcién, precipitacién selectiva, o cbmbina?iones de . los

mismos para purificar los agentes ae eniace celular
i .

quimicamente acoplados la través de enlaées al férmaco desde

otros cémponentes de lla segunda mezélaéy preparar asi una

segunda mezcla purificada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION -

[0008]La invencidén proporciona un groceso para

preparar conjugados de farmaco-agente ‘de enlace celular

sustancialmente de alta pureza Yy’ e@tabilidad. Dichas
composiciones pueden seér usadas para trétar enfermedades a
causa de la alta pureza y estabilidadéde los conjugados.

Composiciones que comprrenden un agente :de enlace celular,

tal como un anticuerpo, gquimicamente acdplado a un farmaco,

tal como un maytansindide, son. descritos en, por ejemplo,

la Publicacién de |Solicitud de Patente U.S. No.
2004/0241174 ‘Al. En este contexto, s@stanci@lmente alta
purezé se consideral ser: (a) mayor . que 90 %,

preferiblemente maybr que 95 %, de especies conjugadas sean

moﬁoméricas, y/o (b) el ‘nivel de fé&maco libre en la .

‘preparacién del conjugado es de menos de 2 % (en relacién

al fadrmaco total).
[0009]A este respecto, el procesp de ia invencién
comprende (a) modificar el agente de en?ace celular con un

reactivo reticulador bifuncional para fiijar covalentemente

" un ligante al agente de enlace celularfy asi' preparar una

primera mezcla que comprenda agentes de; enlace celular que

tengan ligantes enlazados a los mismds, (bx someter la

DN -
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primera mezcla a filtracién de flujd : tangencial,

cromatografia de adsorciodn, filtracidn de: adsorciédn,
: g 1 : ! ,
precipitacién selectiva, o combinacionés de los mismos,
{ i

para purificar los agentes de:- enlace Celulérﬁ gue tengan

ligantes enlazados a los mismos desde otros componentes de

. , ; " '
la primera mezcla y | asi preparar una primera mezcla

purificéda de agentes de enlace celularlgue teﬁgan ligantes
enlazadés a los mismos, (c)conjugar ;un féimaco a los
agentes de enlace celular qué tengan lﬁganteéwenlazados a
los mismos en la p%imera mezclé p@rifiqada. haciendo
reaccionar los agentes de enlace célula:' que tengan
ligantes'venlazados a |los mismos con él fé:haco en una
solucién que tenga jun pH de apr?ximadamente 4 a
aproximadamente 9 para preparar una *éegundai mezcla que
comprenda (i) agente, de enlace ceiularliquimicameﬁte
acoplado a través del. ligante al fér?aco, (ii) farmaco
libre; y (iii)sub-productos de reaccién; y (65 someter la
segunda = mezcla a filtracidén de éflujolg tangencial,
cromatografia de adsjorcidn, filtracibén de adsorcién,
precipitacién selectiva, o combinaciodn @ellos%mismOS, para
remover los férmacos, reactantes Yy %ub~préductos no
conjugados} asi como también para obt?ner éonjugadOS de

farmaco - agente de enlace celular sustancialmente

purificados. Opcionalmente, el proceso de la invencidn

|
comprende ademas - detener la mezcla entie al menos uno de
los pasos a-b, pasos B-c y/o los pasos%c—d con el fin de
liberar los ligantes enlazados inestable@ente del agente de

enlace celular.
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[0010]Preferiblemente, filtracién de flujp tangencial

(TFF, también conocido

diafiltracién de flu]

como filtracién, ultrafiltracidn vy

| :
o transversal), y/o ‘resinas para

cromatografia de adsorcién son utilizadds en las etapas de

. i :
purificacién. No obstante, cuando se usé TFF en la primera

etapa de purificacidn

conjugacién a pH de 6.0
cromatografia de ads
purificacién
cromatografia de adsorxc

idénico.

(etapa d)

(etapa Db) en (etépa c), se usd una
- 6.5, y se utilizdé una resina para

PrCién en la segunda etapa de
| .

, se prefirid gue la resina para

i6én no sea una resina de intercambio

: : o
En otras modalidades preferidas, se utiliza TFF en

ambas etapas de purificacién, resinas para cromatografia de

" adsorcién se utilizaron

manera  alternativa,

cromatografia de ads

purificacién, y TFF s
purificacién. Una combi

cromatografia de

en ambas etapas de purificacién. De

se utilizé  una resina para

orcién en la primera etapa de

e utilizé en laé segunda etapa de

adsorcién puede ser' utilizada en la

primera y/o en la segunda etapa de purificacién también.

[0011]Pueden utilizarse cualquiera ‘de los sistemas de

TFF adecuados, incluy
(Millipore, Billerica,

(Sartofius AG, Edgewc
Centrasette (Pall Corp.

[0012] Puede util

cromatografia de adsorc

de adsorcién preferidas

de hidroxiapatita, crg

endoc  un sistemaf de tipo Pellicon

MA), un sistema de Cartucho Sartocon

, East Hills, NY):

|izarse cualquier resina

‘ , : 1 )
incluyen resinas! para c¢romatografia

matografia por induccién de carga

5 000023

nacién de TFF y ‘de unai resina para

od, NY), vy un; sistema de tipo‘

para .

ién. Las resinas:@para cromatografia.

‘o
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hidrofébica (HCIC), + cromatografia por interaccién

hidrofébica (HIC), chmatografia por intercambio iénico,

cromatografia por intercambio idénico . en modalidad de
mezcla, cromatografia por afinidad del ‘metal .inmovilizado
. ; _ v

(IMAC), cromatografia de ligando tefiido;, cromatografia por

i

afinidad, cromatografia en fase inversa, y combinaciones de

| S
las mismas. Ejemplos dé resinas de hidroiiapatita adecuadas

|
incluyen hidroxiapatit% ceramica (CHT de tipo I y de Tipo

II, Bio-Rad Laboratorigs, Hercules, CA); hidroxiapatita HA
| _ - ‘

Ultragel (Pall Corﬁ, East Hills, NY), y fluoroapatita

cerdmica (CFT de Tipo ﬁ y de Tipo II (Bio—Rad!Laboratories,

[

Hercules, CA). Un ejemplo de:una resina de HCIC adecuada
es la resina MEP Hypercel (Pall Corp., East Hills, NY).
l

Ejemplos de resinas HIC adecuadas incluyen las resinas

Butyl-Sepharose, Hexyl-Sepharose, Phenyl}Sepharose, y Octyl

Sepharose (todas de GE HealthCare, Pi$cataway, NJ), asi
[ _

como también las resin%s Macro—Prep.Methyl y‘Macro—Prep t-
Butyl (Bio-Rad Labora%ories, Hercules,: CA). :Ejemplos de.
resinas de intercambio idnico adecuadé@_ incLuyen resinas
SP—erharose, CM-Sephalrose, Yy ,Q—Sephafose (fodas de GE
HealthCare, Piscataway; NJ), y la resina Unosﬁhere S (Bio-
Rad ’ TLaboratories, Hercules, CA)? Eﬁemplbs de
intercambiédores iénicos en la mo&alida@i de mezcla

adecuadas incluyen la resina Bakerbo@d Abx (JT Baker,

Phillipsburg, NJ). Ejemplos de resinas IMAC adecuadas

L ‘ .
incluyen la resina Chelating Sepharose (GE: HealthCare,
. . . i

Piscataway, . NJ) y la resina Profinity IMAC (Bio-=Rad

i

Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de resinas de ligando

L 000024
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anticuerpo

tefiido adecuadas incl

HealthCare, Piscataway,

Rad Laboratories, Hercules, CA).

afinidad adecuadas in

(por ejemplo,

MabSelect,

1
|

1yen la resina Blue Sepharose (GE

i

NJ) y la resina %ffi—fel Blue (Bio-
Ejemplos de resinas por
~luyen la resina Protein A Sepharose

GE HealthCare, Piscataway, NJ),

donde el agente de enlace celular es wun anﬁicuerpo, las

resinas por afinidad

Lentil Lectin Sepharos

de lectina, por iejemplo, la resina

ev(GE Health Care, Piscataway, NJ),

donde el agente de enlace celular posee isitios de enlace de .

lectina apropiados.

especifico

resina Sepharose 4 Fa

NJ). Ejemplos de resinas

incluyen las resinas C

Ca) .

Alternativamente & puede usarse un

al agente de enlace celular. Un

‘anticuerpo tal puede ser inmovilizado en, por ejemplo, la

st Flow (GE HealthCare, Piscataway,

para fase inversa adecuadas

4, C6, y Cl8 (Grace Vydac, Hesperia,

[0013]De conformidad con el método :de la invencién, se

produce

una primera mezcla. que comprenda un agente de

enlace celular que tejga ligantes enlazados &l mismo, asi

como ﬁambién
purificacidén dei agen
partir de reactantes
sometiendo la primera

A este respecto, la |

usando filtracién de

]
reactantes y

otros sub-prioductos. La

: ' : ] :
te de enlace celular modificado a

i i
y sub-productos: se lleva a cabo
hezcla a un proceiso de purificacidn.

srimera mezcla puede ser purificada

flujo tangencial%/TFF)ﬁ por ejemplo

proceso de filtracién de ‘flujo . tangencial  basado en

membrana, cromatograf

adsorcién, o precipit

ia de .adsorcidn, filtracién por

cualquier otro

006925

ﬂﬁ{?“'

acién selectiva, o©




2

10

15

20

25

‘proceso de

combinaciones de los

purificaciién

adecuado, asi como también

mismos. Esta .primera etapa de

purificacidén proporciona una primera mezcla purificada, es

decir una
celular que

cantidad decreciente d

sin enlazar,

tenga lilgantes ‘enlazados al

concentracién creciente del agente de enlace

|mismo y una

e]l reactivo reticulador bifuncional

en comparacién con la primera mezcla antes de

purificacién de conformidad con la invencidn.

[0014]Después de

purificacién de la primera mezcla

para obtener una primera mezcla purificada de agentes de

enlace celular que tend
un farmaco es conjugado
tengan ligantes enlazad
purificada por reaccié
que tengan ligantes en
en una solucién que te

aproximadamente 9, de

segunda mezpla que cpmprende (i)

yan ligantes enlazados é los mismos,

a los agentes de enlace celular que
os a los mismos en la primera mezcla
n de los agentes de eﬂlace celular
lazados a los mismos Cdn un farmaco
nga un pH desde aproxiﬁadamente 4 a
spués de 1lo cuai seE produce una

el agente de enlace

celular guimicamente lacoplado a traves del ligante al

farmaco, (ii) farmaco

reaccién. Mientras gu
efectuada a un pH de ag

la reaccién se efec

libre, y (iii) sub-productos de

e la reaccién de conjugacidén es

yroximadamente 4 & aproximadamente 9,

tia preferiblementer a un pH de

1

aproximadamente 6 o meFos o a pH de aproximadamente 6.5 o

mayor, mas preferibleménte a un pH de aproximadamente 4 a

aproximadamente 6 o a un pH de aproximadamente 6.5 ‘a

aproximadamente 9,

6 o a un pH mayor

y. especialmente a un.pH de' 4 a menos de

Cﬁando la etapa de

000026

que 6.5 a 9.
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conjugacidén es efectuada a un pH de aproximadamente 6.5 o

mas, algunos

farmacos

que contienen :sulfhidrilo pueden

tener tendencia a dimerizar por medio de la formacidén de

enlaces disulfuro. Puede requerirse, la remocidén de huellas

de metales y/o de o
reaccién, asi como
antioxidantes o el
desplazables reactivos,
alicuota,
situécién tal.
[0015]Opcionalment

enlace celular

modificado

kigeno a partir. de la mezcla de

también ~adicién  opcional de
us¢ de ligantes con méas:

2§ o <
o adicién de farmaco en mas de una

para permitir la reacciodn eficiente en una

e, la purificacién dgi agente de

puede ser. omitida. En una

situacién tal, el férm#co puede ser afladido simultdneamente

con el reactivo reticulador o al mismo tiempo, por ejemplo

1, 2, 3, o més hora

reticulador al agente d

[0016]E1l método

opcionalmente la adid
conjugacién,

incrementar la solubili

de féarmaco-agente de

sacarosa es afadida a

0.1 % (peso/volumén) a

(pof ejemplo, aproxi

[+

aproximadamente 5 %
(peso/volumen)

aproximadamente 20 %

sacarosa es afiadida a

usada en

s después de adicién del reactivo

e enlace celular.

| de la invencidn puede  incluir

i6n de sacarosa en la etapa de
el método de -la invencidén para
idad y la recuperacién 'de conjugados

enlace celular.

i . .
Deseablemente, la
una concentracién' de aproximadamente

aproximadamente 20 % (peso/volumen)

o

madamente 0.1 (peso/volumen),

Q

peso/volumen) apioxima&amente 10 %

'
i

aproximadamente 15 % f(pesq/volumen), o

i

(peso/volumen)). Preferiblemente, la

hna concentracién: de aproximadamente

800397

grupos
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i [
i

o

1 % (peso/volumen) a bproximadamente 10 % (peso/volumen)

(por ejemplo, apro%imadamente 2 3 (peso/volumen),

aproximadamente 4 % (peso/volumen), aproximadamente 6 %
~ E i

[+)

(peso/volumen) o aproximadamente 8 % (peso/volumen). Ademéds -

la reaccién de conjugacidén también puede comprender la

adicién de un agente regulador. Cualquier agénte regulador

I :
' b

adecuado conocido en el.arte puede ser ‘usado. Los agentes
regulédores adecuados incluyen, por ejemplo/iun regulador
de citrato, un regulador de acetato, wun regulador de
succinato, f un regula%or de fosfato.

[0017]1Después de }a etapa de conjmgaciéh, la segunda
mezcla es sometida a luna_ etapa de purificacién. A este
respecto, la segunda |mezcla puede ser purificada usando
filtracién de flujo tangencial (TFF), porj ejemplo un
proceso de filtraciép de flujo tanéencial 'basado en

membrana, cromatografia de adsorciédn, f#ltracién de

adsorcién, ©precipitacién selectiva, o© cqalquier otro

proceso de purificacidén adecuado, asi como también
N ‘
combinaciones de 1los @ismos, los cuales se exponen en la

1 ‘ i

! presente. Esta sequnda etapa de purificacién proporciona

f

una segunda mezcla purificada,'es decir, una.concentracién
creciente‘ del agente] de enlace celular quimicamente
acoplado a través de los ligantes al féﬁmaco ;:una cantidad
decreciente de uno o! mas componentes diferentes de la
segunda mézcla, en comparacién con la ségunda‘meZCla antes
de purificacién de confiormidad con la in&encién.

[0018]El proceso de la invencién‘o@cionaimente ademas

comprende una etapa de |detencidn después de la modificacidn

| . Lp00098

—
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dos semanas y mas de

del agente de enlace

bifuncional. La etapa

13

celular con un agente. reticulante

de detencién comprenden: mantener la

solucién a una temperatura adecuada por un. peériodo de

tiempo fara liberar loF ligantes enlazados inestablemente

del agente de enlace éélulaf mientras que no se liberan

t

sustancialmente los ligantes enlazados establemente del

agente de enlace celular.

De manera deseable, el paso de
; \ :
i

detencién comprende mantener la solucién a una temperatura

de aproximadamente 2°C

hasta aproximadhmentgf 8°C por un

periodo de al menos alrededor de 12 horas por Hasta 30 dias

o mas.

Alternativamente, la duracién del paso ide detencién

puede ser sustancialmente reducida mediante la realizacién

del paso de détgncié
ﬁemperatura maxima ]
conjugado agente de en
para un conjugado antig
puede ser realizado en
aproximadamente cuatro
inclus

cuatro semanas,

semana © menos

!
n a temperatura: elevada, con la

imitada por la estabilidad del

)
lace celular-farmaco.

Por ejeﬁplé,
ruerpo-farmaco, ei pasoide detencidn
hasta aproximadamente,§i°c por hasta
semanas, de prefe?enciég entre dos a
o mas préferibleﬁente,ﬂentre una y

[

preferencia por aproximadamente una

(por ejemplo, 2 horas hasta aproximadamente

seis dias). Los valores preferidos de pH para la etapa de

detencién oscilan desde
pH mas preferidos se en

8.5. De preferencia

aproximadamente_B a 10. Valores de

el paso de detencién comprende

incubar la mezcla que comprende el agente de enlace celular

modificado a 4°C a

aproximadamente 12 hg

un pH de 6.5 por al menos

K
i

semanas . Mas de

000028

bras hasta 4

cuentran entre aproximadamente 6.5 y
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preferencia, el paso

mezcla -que comprende
intervalo entre 20.y A
por aproximadamente 12
El paso de detencién pu
que el agente de enla
Preferiblemente, el

directamente después

enlace celular con el n

[0019]En

el agente de enlace celular en un

de la modificacién

una mod

¢

de detencidén comprende incubar la

50°C a un pH de_;proxiﬁadamente 6.5
horas hasta‘alrédeddr de 1 semana.
lede ser realizad&‘antes.o después de
~e celular es coﬁjugad& al farmaco.
paso de deten@ién és realigado
del agente ce
eactivo reticulénte bifuncional.

duraicién

alidad, la del paso de

detencién puede ser sustancialmente reducida mediante la

adicién de nucledfilc
agregados- durante el

detencién puede ser ré
conjugacién. En el
nucledéfilos son partes
grupos éster e imidazo
celular en soluciones

adecuados nucleéfilos

DS . Los nuclebfilos. pueden ser

paso de conjugac¢ién y . el paso de
alizado de manera simulténea con la

los

contexto de la invencién,

quimicas que puéden reaccionar con
lamidas sobre los agentes de enlace
’ t

acuosas. Son conocidos en el arte

i .
e incluyen, por ejemplo, aminas
!

primarias, es decir, RNH;, donde R es un grupo alquilo o

aromatico;

R’ son grupos alquilo

. 8
o aminas secgundarias, es decir, RR’NH, donde R y

o aromatico. También las aminas

pueden ser aminoacidos| péptidos que contienen aminoacidos
‘ ,

de lisina, péptidos
grupos amino secundaric
agua. Los nucledfilo
estadé polimérico, o

reactivo en fase sé

que contienen grupos ‘alfa-amino o
s no naturales, o amina$ solubles en
s pueden estar en sqludién, in un
en una forma inmmovilizada como un
:nucleéfiloes

lida. Ejemplos de

~00G030
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linfoguinas,

adecuados en solucién
glicilglicina, glicina
sodio), etanolamina, d

hidracina, imidazol,

15

incluyen, pero no estan’ limitados a

, taurina (2~-aminoetansulfonato de
ietanolamina, lisina, hidroxilamina,
histidina,

etilamina, 2-amino-2-

(hidroximetil) -1,3-propan~diol y 4-amino?1—bptanol. Las

concentraciones adecuadas de nucleéfilds solubles oscilan
: 1

desde aproximadamente 0.1 mM hasta el limite de solubilidad

para el nucleéfilo particular.

un estado polimérico

Ejemplos de nucleéfilos en
limita a

, incluye pero no se

poli(etilenimina), poli-lisina y péptidos con aminoicidos

de lisina y péptidos

grupos amino

secundarios no

que contienen grupos alfa-amino o

naturales. Ejemplos de

nucleéfilos en forma inmovilizada como un reactivo de fase

sbélida incluye, perc n

sdélida, tal como

aminometilpoliestireno.

la cantidad molar de

EAH Sefarosa 4B vy

o se limita a aminas ligadas a fase
perlas de
Para nucleéfilos de' fase sélida,

amina en fase séllida debe ‘estar en

exceso sobre la cantidad del reticulante enlazado al agente

de enlace celular.

i .
i 1

!

[0020]El agente dé ‘enlace celular puede ser cualqgquier

preferiblementeluna‘cé
humana). El agente de

péptido o un polipépt
adecuadds incluyen, po
monoclonal

anticuerpos

hormonas,

agente adecuado que enlace a una célula, tipicamente Yy

lula animal (por ejemplo, una ceélula
enlace celular preferiblemente es un

ido. Los agentes de enlace celular
r ejemplo, anticuerpos (por ejemplo,
|

de los mismos),

es y fragmentos.

‘factores de .crecimiento, moléculas
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- enlace celular.

~ conocidos para una am

16

de transporte de nutrientes (por ejemplo, transferrina),. y

cualquier otro agente ¢
a una molécula objetivg
[0021]El término |

presente, se refiere a

fragmento de inmunoglobulina,

skv, diacuerpos, @y

quimeras,

molécula que especificamente enlace
sobre la superficie de una célula.
usa en la

“anticuerpo", como se

cualquier inmunoglobulina, cualquier
F(ab") 2,

tal como Fab, dsFv,

triacuerpos, o] inmunoglobulinas

las cuales pueden enlazar a un antigeno sobre la

superficie de una célula (por ejemplo, que :contenga una

regién
usarse cualquier
seleccién de un
poblacién celular a se
tipo y numero de molécu

antigenos) que son

poblacién celular parti

determinante de

anticuerpo

anticuerpo

r considerada.

.selectivamente

complementaridad (CDR)). Puede

adecuado como el agente de

Un experto en el arte apreciard gque 1la

adecuado dependeré de la
A este .respecto, el
las de'superficie.celular (es decir,
expresados en una

cular (tipica-ylpreferiblemente una

poblacién celular enferma), gobernard la seleccidédn de un

anticuerpo apropiado para uso en la composicién de la

invencidén. Perfiles de
incluyendo tipos celul:
puede ser determinado-u
e histoguimica de rutin

| [0022]El anticuerp
pero mads preferiblement
se usa en la

refieren a

ares tumorales, o,

presente,

poblaciones

expresién en superficie celular son
plia variedad de tipes celulares,
l si no se sabe,
sando técnicas qe,biologia molecglar
5 .

b puede ser policlonal o monoclonal,

= es un anticuerpo monoclonal. Como

anticuerpos “policlonales”, se

moléculas de

- 000032

heterogéneas de
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anticuerpos, tipicament]
|
inmunizados. Anticuerp

poblaciones homogéneas

especificas para un antigeno particular.

monoclonales son produ
solo clon de linfocitc
monoclonales

técnicas conocidas por

la tecnologia estandar

pueden obtenerse

17

e contenidas en el suero de animales

os “monoclonales”, se refieren a

jde moléculas de anticuerpos que son

Los anticuerpos
cidos tipicamente por medio de wun
s B

(“células B”). Los anticuerpos

usando una variedad de
los expertos en el arte, incluyendo

del hibridoma (ver, por ejemplo,

Khéler & Milstein, Eur J. immunol., 5: 511-519 (1976),
Harlow y Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CHS
Press (1988), y C.A. Janeway Yy colaboradores (eds.),

Immunobiology, 5°%. Ed.
(2001)). En resumen, e

anticuerpos monoclonale

cualquier animal

ratén, con un antigen

animal es sacrificad
aisladas de su bazo so
humano. Se produce u

“hibridoma”), el cul

consecuentemente secret

la especificidad deseada in vitro.

adect

,:Garland Publishing, New York, NY
1 método del hibridoma de producir
s tipicamente involucra inyectar a
tipica

hado, y preferiblemente un

o (e s decir, wun inmundgeno). El

» subsecuentemente, y <células B
n fusionadas con células de mieloma
decir, un

na célula hibrida (es

al prolifera indefinidamente Y

b titulos altos de un anticuerpo con

Puede usarse cualquier

método adecuado conocido en el arte para identificar
células: hibridoma que producen un anticuerpo con la
especificidad deseada| Dichos -ﬁétodos incluyen, pof'
ejemplo, el ensayo de inmunosorbente ligado a enzima

(ELISA), andlisis por t

incidén Western, y radioinmunoensayo.
000033
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"individuales,

- U.S. 5,885,793 y . 5,96

La poblacién de hibrid

I
I

especie de anticuerpo 4

un clon derivado de la

las moléculas del anti

estructura, incluyendo

t
h

isotipo. Los anticuerg

generados usando otras

cada uno de los

omas es cribada para aislar clones

cuales secreta una sola’

1 antigeno. Porque cada hibridoma es
fusidén con una sola' célula B, todas
cuerpo producidas son idénticas en

su sitio de enlace antigénico e

os monoclonales también pueden ser

técnicas adecuadas incluyendo la

tecnologia del hibridoﬁa—EBV (ver, por ejemplo, Haskard vy

Archer, J. Immunol. Met

colaboradores, Methods
sistemas de expresidn
éjemplo, Huse y co

(1989)), o bibliotecas

hods, 74(2):361-67 (1984), y Roder y

Enzymol., 121: 140-67 (198%6)),

en vector bacteridéfago (ver, por

laboradores, Science, 246:1275-81

de exposicién de fago que comprenden

fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y sclkv (regidn

variable de cadena unita) (ver, por ejemplo, las Patentes

Internacionales Nos. WO
[0023]El anticuerg

partir de o producido ¢

preferiblemente prod

preferiblemente un ratén o humano, vy mas

un humano. Métodos para

9,108, y las Solicitudes de Patentes

92/01047 y WO 99/06587) .

bo monoclonal puede ser aislado a

n cualquier animal adecuado, pero es
ncido en .uan mamifero, mas

preferiblemente

producir un anticuerpo en ratdén son

conocidos por los expentos en el arte y se describen en la

presente. Con respect

en el arte apreciara

5 a anticuerpos humanos, un experto

que pueden aislarse anticuerpos

policlonales del suero de sujetos humanos vacunados ©

inmunizados con un an

P
|

%igeno apropiado. Alternativamente,

| 000934
|
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los anticuerpos human

técnicas conocidas pax

§ 19

0s pueden ser generados adaptando

a producir anticuerpos humanos en

animales no humanos tales como ratones (ver, por ejemplo,

las Patentes U.S. 5,545,806, 5,569,825, y 5,714,352, y la

Publicacién de Solicit@d de Patente U.S. No. 2002/0197266

Al).

[0024]Mientras qu

e sea la seleccidn ideal ©para

aplicaciones terapéutidas en ‘humanos, anticuerpos humanos,

particularmeﬁte anti
tipicamente son més di
monoclonales de
ratén, no obstante,

huésped cuando se adn
reducirl,el potenéial

conjugado
complicaciones, un ant
reconocido coma

noc es

humano. : i

ratén. Los

farmaco-ant

cuerpos monoclonales humanos,

ficiles de generar que anticuerpos

anticuerpos monoclonales de
inducen una respuesta rapida -del
inistra a humanos, 1lo cual puede
terapéutico y de diagnéstico del
icuerpo. ‘Para eliminar estas
icuerpo monoclonal, preferiblemente
“extrafio” por el sistema inmune

[0025]Para este fin, puede usarse la exposicién del

fago para generar e

1 anticuerpo. - A este respecto,

bibliotecas de fago que codifican a dominios variables (V)

|

: ‘ ; .
de enlace antigénico de anticuerpos pueden ser generadas

usando técnicas de ADN

recombinante y de biologia molecular

estandar (ver, por ejémplo, Sambrook y coiabo;adores
(eds.), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3éf
edicién, Cold Spring [Harbor LaboratoryA Press, New ‘York
(2001)). E1 fago que chifica a una fegién variable con la
especificidad deseada! es - seleccionado para enlace

000035
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especifico al antigen
anticuerpo humano

variable seleccionado.

completo,

20

o deseado, y se reconstituye un

que comprende el dominio

Secuencias de A&cido nucleico que

codifican al anticuerpp reconstituido son introducidas en

una linea celular adecuada,

usada para produccidén d

humanos que tengan 1a

monoclonales son
ejemplo, Janeway y
colaboradores, supra,

Alfernativamente,

generados a partir de]

genes de inmunoglobulin

especificos. Dichos mét

secretadas

anticuerpos

tal como una célula de mieloma
e hibridoma, de modo que anticuerpos

S caracteristicas de anticuerpos

por la célula (ver, por

colaboradores, supra, Huse y

y Patente U.S. No. 6,265,150).

monoclonales  pueden ser

ratones que son transgénicos para
a de cadena ligera y pesada humanos

rodos son conocidos en el arte y se

describen en, pdr ejemﬁlo, las Patentes U.S. Nos. 5,545,806

y 5,569,825 y Janeway y

[0026]Més prefer)
anticuerpo humanizado.
anticuerpo “humanizado’
complementaridad (CDR)
rafén, que forman lo§

anticuerpo, son injerta

colaboradores, supra.

Lblemente, el ‘anticuerpo es un

Como se usa en la presente, un’

es uno en el cual las regiones de
de :un anticuerpo monoclonal de
circuitos de enlace antigénico del

dos sobre la estructura principal de

una molécula de anticuerpo humano. Debido a la similaridad

de las estructuras prircipales de antiduerpos humanos y de

ratén, generalmente

procedimiento produce

se acepta en el

este

arte que

un anticuerpo monoclonal

que es

antigénicamente idéntic

al mismo antigeno que

5 a un anticuerpo humano pero enlaza

-

s]1 anticuerpo monoclonal de ratdn a

--008736
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partir del

Métodos para generar

ejemplo, Janeway y C iaboradores, supra, Patentes U.S.
5,225,539, 5,585,089 |y 5,693,761, Patente Europea No.
0239400 B1l, y patentel del Reino Unido No. 2188638. Los

anticuerpos humanizados pueden también ser generados usando

cual laé

I

i

{

%
conocidos en el arte y

!

|

o

21

I
|
|
|

secuencias de CDR se derivaron.

se describen con detalle en, por

la tecnologia de resupérficie de anticuerpo descrita en la

Patente U.S. 5,639,641
Biol., 235: 959%-973

empieado en el conjugacd
mas preferiblemente es
un anticuerpo monoclone

de ratdén, como se des

alcance de la invencién.

[0027]Fragmentos ¢

sitio de enlace antigér

y Pedersen y'colaboradores, J. Mol.

1994). Mientras que el anticuerpo
lo de la composicién de ia invencién
un anticuerpo,momoclonal humanizado,
31 humano y un'anticuerpo.monoclonal

cribieron anteriormente estédn en el

e anticuerpo que tienen al menos un

1ico, y por consiguiente reconocen vy

l .
enlazan a al menos un gntigeno o receptor presente sobre la

superficie de una célul
de ~ la invencién. A
proteolitica de una md
producir wuna variedad

retienen la habilidad

a diana, también estdn en el alcance

este respecto, la fragmentaciédn
blécula de anticuerpo intacto puede
de fragmentos de anticuerpo due

para reconocer y enlazar antigenos.

Por ejemplo, la digestidn limitada de una molécula de

¢

anticuerpo con la papaina proteasa tipicamente produce tres

fragmentos, dos

de ljos.

cuales son .

mencionados como fragmentos Fab, cuandq ellos retienen la

actividad de enlace ant

000037

anticuerpos humanizados son bien.

idénticos y son-

igénico de la molécula de anticuerpo
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precursora. La fragment

con la pepsina enz
fragmentos de anticuer;

ramales de enlace antig

y es por consiguie
F(ab’),. La reduccid
ditiotreitol o mercaj

mencionado como un

anticuerpo de regidén variable de cadena inica

consiste de un fragme
dominio wvariable (V)

ligado a un dominio V
via un péptido sinteéti
técnicas de feCnologia
por ejemplo, Janeway
fragmentos de

similar,

disulfuro (dsFv) puede

ADN recombinante (ver,
697-704 (1994)). Fragme
de fragment

ejemplares

cualquier fragmento de

'y colaboradores,

22

i
h

{
i
t

tacién de una molécula de anticuerpo

imdtica normalmente  produce dos

bo, uno de los cuales retiene ambos

yénico de la molécula de anticuerpo,

nte mencionado como el fragmento
n de un fragmento F(ab’)2 con
ptoetilamina produce un fragmento

fragmento Fab’. Un fragmento de

(sFv), que

nto Fab truncado que comprende el
ie: una cadena pesada de anticuerpo

de una cadena ligera de énticuerpo
co, puede ser generado usando las
de ADN recombinante de rutina (ver,
supra). De manera
regién variable estabilizadas con
n ser preparados por tecnologla de
por ejemplo, Protein Engineering, 7:

ntos de anticuerpo en'el contexto de

la invencién, no obstante, no se limitan a estos tipos

os de anticuerpos. Puede emplearse

anticuerpo que reconozca y enlace a

un receptor de superfiicie celular o'-ahtigeno deseados.

Adicionalmente, se des

por ejemplo, Parsham,

Spring y colaboradores,

~riben fragmentos de anticuerpo en,

131:2895-2902 (1983),

J. Immunol.,

J, Immunol., 113:470-478 (1974), vy

Nisonoff y colaboradores, Arch. Biochem Biophys., 89: 230-

244 (1960). E1

enlace de

antigeno-anticuerpo puede ser

000038
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~disponible,

ensayado usando

ELISA, tincién Western
inhibicidn
colaboradores, supra, VY
U.S. No. 2002/0197266 A
[0028] Ademés, el
quimérico o un fragmen

Por “quimérico” se

cualquier

comparativos

23

i

método conocido en el arte

tal como, por ejemplo, radio@nmunoensayo (RIA),

, ilnmunoprecipitacién, y ensayos de

(vef, por ejemplo, Janeway 'y
Publicacién de Solicitud de Patente
1). |

anticuerpo puede ser un anticuerpo
to de enlace antigénico del mismo.

quiere decir, que el anticuerpo

comprende al menos dos inmunoglobulinas, o fragmentos de

las mismas, obtenidas o derivadas de al menos dos especies

diferentes (por ejempl

. tales como la regidn

combinada con una reg

roedor). El1 anticuerpo

dominio

(dAb)o un fragmento de enlace.antigénic$

o, dos inmunoglobulinas diferentes,

P
|
constante de inmunoglobulina humana
ié6n variable de inmunoglobulina de

también puede ser un anticuerpo de

del mismo,

tal como, por ejemplo, |un anticuerpo de camélid¢ (ver, por
ejemplo, Desmyter y colaboradores, Nature, Strucﬁ. Biol. 3:
752, (1996)), o un anfticuerpo de tiburén, tall como, por
ejemplo, un nuevo recéeptor antigenico (IgNAR)! (ver, por
ejemplo,' Greenberg vy colaboradores, Nature,; 374: 168
(1995), y Stanfield vy colabdfadores, Science, ||305: 1770-
1773 (2004)). |

[0029] Puede  usarse

contexto de la

invenicién.

cualguier anticuerpo adetuado en el

ejemplo, el %anticuerpo

Por

I

monoclonal J5 es un anticuerpo de IgG2a de roﬁdor gue es’

especifico para el Antigeno de Leucemia Linfoblé&tica Aguda

¥
!

s b
I

: | ‘
Comin (CALLA, Commun Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen)

+0001933
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(Ritz y colaboradores,
ser usado en células
ejemplo, células de
anticuerpo monoclonal
roedor que enlaza es
(Griffin y'colaboradore
puede ser usado para ¢
células mi

por ejemplo,

[0030]De manera

283:

Nature, 583-585 (1980), y puede
objetivo que expresan a CALLA (por
leucemia linfoblastica aguda). El

MY92 es un anticﬁerpo de 'IgGIi de
pecificamente al antigeno de‘ CD33
s, Leﬁkem;a Res., 8: 521 (1984), y.
élulas objetivo que eXpresan a CD33
(AML) ).

eldgenas agudas

similar, el anticuerpo monoclonal

anti-B4 (también mencibnado como B4) es un anticuerpo de

IgGl de roedor que enlaza al antigeno de CD19 en células B

(Nadler y colaboradores, J.

Immunol, 131: 244-250 (1983)),

y puede ser usado en células:B objetivo o células enfermas

que expresan a CD19

diferente al de Hodgkin

(por ejemplo, células de linfoma

y células de leucemia linfoblastica

crénica). N90l es un anticuerpo monoclonal de roedor que

enlaza al antigeno de

neural) encontrado en

incluyendo tumor de pulmén de células

puede ser usado en el
origen neuroendocrino.

preferiblemente son res

CD56 (molécula de adhesién celular

células de origen neuroendocrino,
pequefias, el cual
conjugado para llegar a células de
MYS y B4

Los anticuerpos JJ5,

uperficiados o humanizados antes de

? . i
su uso como parte dell conjugado. La resuperficiacion o

humanizacién de anticuerpos se describe en, por ejemplo,

Roguska y colaboradores, Proc.

969.73 (1994).
[0031]Ademds, el a
(ver

antigeno CanAg

Natl. Acad. Sci. UsSa, 91l:

nticuerpo monoclonal C242 enlaza al

por ejemplof , la Patente U.S.

oo 000040
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5,552,293), y puede se& usado para llegar al conjugado a

CanAg que se expresan len tumores, tales como de céanceres

colon rectal, pancreatico, 'de pulmén de células no

(
i

i

'pequeﬁas, y pancreaticol. HuC242 es una forma humanizada del

anticuerpo monoclonal (242 (ver, por ejemplo, la Patente

U.S. No. 5,552,293).'duyo hibridoma HuC242 es depositado

con el Numero de identificacién de ECACC 900112601. HuC242
puede ser preparado usando la metodologia de injerto de CDR

(ver, por ejemplo, las Patentes U.s. .Nos. 5,585,089,

5,693,761, y 5,693,762) o la tecnologia de resuperficiacién

(ver por ejemplo, la Patente U.S. No. 5,639,641). HuC242
puede ser usado parai conjugar a células tumorales que
expresan al éntigeno de CanAg, tales como, por ejemplo,
células de cancer colonrectal, pancredtico, de pulmén de
células no pequefias, y géstriéo.

[[0032]Para terminar en células de céancer de ovario y
de céﬁcer de préstata, un anticuerpo anti-MUC1 puede ser

usado como el agente de enlace celular en el conjugado. Los

anticuerpos anti-MUC1 éincluye, por ejemplo, anti-HMFG-2

(ver por ejemplo, Tayior— Papadimitriou y colaboradores,
i o

Int. J. Cancer, 28: [17- 21 (1981)), hCTMO1 (ver, por

ejemplo, van Hof vy colaboradores, cancer Res., 56: 51709-
5185)), y D56. Células de.céncer de préstata también pueden
ser atacadas con el conjugado usando un antigeno anti-

membrana especifico de; préstata (PSMA) como el agente de

enlace celular, tal como J591 (ver, por ejemplo, Liu vy '

colaboradores, cancer Res. 57: 3629-3634 81997)). Ademés,

células de cancer que gxpresan al antigeno de Her2, tales

000041
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i

i
;
i
!

como células de canceres de seno, préstata y de ovario,

. i
pueden ser atacadas usando el trastuzumab del anticuerpo.

Anticuerpos anti- IGF—%R que enlazan al receptor del factor

!

.de crecimiento de tipol insulina también pueden ser usadas

en el conjugado.
[0033]Anticuerpos | particularmente preferidos son

anticuerpos monoclonales humanizados, ejemplos ‘'de los

cuales incluyen huN901, huMy9¥6, huB4, huC242, trastuzumab,

bivatuzumab, sibrotuzuméb, y rituzumab (ver por ejemplo,
las Patentes 5,639,641 y 5,665,357, Soliciﬁud de Patente
Provisional U.S. No. 60/242,332 (la cual estd relacionada
con 1a Publicacién de Solicitud de Patente No. 2005/0118183
Al), Solicitud de Phtente Internacional WO 02/16401,
Pedersen y colaboradores, supra, Roguska y colaboradores,
supra, Liu y colaboradores, supra,-Nadler y colabdradéres,
supra, Colomer y colaboradores, Cancer Invest., 19: 49-56
(2001), Heider vy cola%oradores, Eur.lJ. Cancer, 312:2385-

2391 (1995), Welt y dolaboradores, J. Clin. Oncol., 12:

1193-1203 (1994), vy Maloney vy colaboradofes, Blood, 90:

2188-2195 (1997)). Mas |preferiblemente, el anticuerpo es el
anticuerpo monoclonal humanizado huN901 o el anficuerpo
monoclonal humanizado HuMy9-6. Otros anticuerpos preferidos
incluyen CNTO095, huDSé, huB4, vy huC242. Se conocen en el

arte otros anticuerpos| monoclonales humanizados y pueden

ser usados en conexién con la invencién.

[0034]Mientras qu? el agente de enlace celular,  es
preferiblemente un anticuerpo, el agehte de enlace celular

también puede ser una ﬁolécula diferente de anticuerpo. Las

' 000042

|
|
| ’ L AanEe
| G050
]

‘?\ Ii



10

15

20

25

‘0 gama),

moléculas diferentes deé anticuerpo adecuadas incluyen, por

ejemplo, interferones

IL-3, IL-4 o IL-6),

factores de crecimiento

por ejemplo, interferon alfa, beta,

linfoquinas (pof ejemplo, interleuquina 2 (IL-2),

hormonas (por ejemplo insulina),

(por ejemplo, EGF, TGF-alfa, FGF, y

VEGF), factores estimuladores de colonias (por ejemplo, G-

CSF, M-CSF, y GM-CSF (ver, por ejemplo,:Burgess, Immunology

Today,

5. 155-158 (1984))

somatostatina, y transferrina

(ver, por ejemplo, O’'Keefe y colaboradores, J. Biol. Chem.,

260: 932-937 (1985)). Bor ejemplo, GM-CSF, el cual enlaza a

células mieloides,

puede ser usado como un agente de enlace

celular para llegar a células de leucemia mieldgena agudas.

Ademéas, IL-2,
usada para prevencién
para terapia vy

versus injerto, y para

gque enlaza a células T activadas,

prevencién de

puede ser
He rechazo de injerto de trasplante,
huésped

enfermedades del

tratamiento de leucemia de células T

aguda. El factor de crgcimiento epidérmico (EGF) puede ser

usado para canceres es

cancer de cabeza y cuello.

para llegar a células

células tumorales.

~amoso tales como cancer de pulmén y

La somatostatina puede ser usada

Pt

de neuroblastoma y otros tipos de

[OOBS]EI conjugado puede comprender cualquier farmaco

adecuado, tipicamente

citotdxico”, como se

un agente citotéxico. Un T“agente

usa en la presente, se »refiere a

cualquier compuesto que da como resultado la muerte -de una

célula,
celular. Los agentes
ejemplo, maytansinoides y

induce la muerte celular, o disminuye la viabilidad

citotoéxicos adecuados incluyen, por

maytansinoides,

000043
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‘Dichos maytansinoides

1 4,256,746)

taxoides, andlogos de

andlogos de dolastatina.

invencién, el agente
incluyendo

maytansinoles son

microtibulos y son muy

maytansinol! vy

28

CC-1065 y CC-1065, y dolastatina vy
En una modalidad preferida de 1la
maytansinoide,

citotbéxico es un

anélogos de maytansinol. Los

compuestos que inhiben la formacién de

téxicos para células de mamiferos.

Los ejemplos de andlogé¢s de maytansinol adecuados incluyen

aquellos gque tienen

aquellos que
Patentes U.S. Nos.
4313, 946, 4,315,929,

4,362,663, 4,364,866,

descloro de 19

(preparadg

ansamitosina P2), (C-20
descloro (Patentes
Streptomyces o] Act

desmetilacién usando ©
20-desmetoxi, C-ZO—aéi.
U.S. No. 4,294,757)
cloruros de acilo).

[0037]Ejempios de

modificaciones de posiciones

aromdtico incluyen: (1)

tienen nodificaciones

atomos de

un  anillo aromatico modificado vy

en otras posiciones.
se describen en, por ejemplo; las
4,256,746, 4,294,757, 4,307,016,
4,331,598,

4,322,348, 4,361,650,

4,424,219, 4,371,533, 4,450,254,

5,475,092, 5,585,499, 5,846,545, y 6,333,410.
[0036]Ejemplos de analogos de maytansinoides que
tengan un anillo azomitico modificado inéluyen: (1)

~carbono (Patente U.S. No.

por reduccién por LAH de

~hidroxi (o C-20-desmetil) +/- C-19-

U.S. Nos. 4,361,650 y 4,307,

016) (preparado

rinomyces por
descloracién usando LAH), y (3) C-
loxi (-OCOR), +/- descloro (Patente

(preparado por acilacién usando

anidlogos de maytansinol que tengan
diferentes de 'un anillo

C-9-SH (Patente U.S. No. 4,424,219)

. o0en4s
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(preparado por la reaccién de maytansinol con HpS o pP2S5),

(2) C-l4-alcoximetilo
4,331,598), (3)
CH,0Ar) (Patente U.S.

de Nocardia), (4) C-1
4,364,866)
maytansinol por medio
(Patente U.S. No.
mediflora), (6) c-18

4,362,663 'y 4,322,34

(preparado

4,313,946)

{desmetoxi/CH20R) (Patente U.S. No.

C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH,OH o

No. 4,450,254) (preparado a partir

5-hidroxi/aciloxi (Patente U.S. No.
por medio de la conversidén de
de Sfreptomyces), (5) C-15-metoxi
(aislado a partir de Trevia
-N-desmetilo (Patentes U.S. Nos.

8) (pfeparado por medic de la

desmetilacién de maytamsinol por medio de Streptomyces), Yy

(7) 4, 5- desoxi (pat
por medio de
titanio/LAH) .

[0038]1En una moda

enﬁe U.S. No. 4,371,533) (preparado

la reducdién de maytansinol con tricloruro de

lidad preferida de la invencidn, el

conjugado utiliza el maytansinoide DM1 que contenia el

tiol,
1- oxopropil)-

estructura de DM1 esté

MeO

maytansina,

también conocidd como N? -desacetil-N?'-(3-mercapto-

como el agente citotdxico. La

répresentada por la Férmula (I).

006045
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[0039]En otra moddlidad preferida de la invencién, el

conjugado utiliza el maytansinoide DM4 que contenga tiol,

también conocido

mercapto- 1- oxopent
citotéxico. La estruct

Férmula (II):

MeQ

como

N? -desacetil-N?- (4- metil- 4-

il1)- maytansina, como el agente

hra de .DM4 estd representada por la

[0040] Pueden usars

se otras maytansinas en el contexto

. . . Lo S D
de la invencién, incluyendo, por ejemplo, maytansinoides

que contengan tiol y disulfuro gque posean una sustitucidn
I
| ' '

mono- o di-

de azufre.- Se

dtomo
maytansinoide que te
funcionalidad

desmetilo, y (b) uha ¢

C—14—hidrdximetilo,

alquilo sobre el ;atomo de carbono gque posea el

prefiere de manera particular el

hga en la posicién C-3 (a) 1la
C515¥hidroxi, o C-20

adena lateral aminodcido acilado con

un grupo acilo gue posga un grupo sulfhidrilo interrumpido,

en donde el atomo de d

arbono del grupo acilo que posea la

000046
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Férmula

funcionalidad tiol tiene

sustituyentes que sean

31

uno o dos sustituyentes, dichos

CH;, CpHs, alguilo o alquenilo lineal

o ramificado gque tenga desde 1 a 10 &tomos de carbono,

alquilo o alquenilo cig¢lico QUe tenga desde 3 a 10 atomos

fenilo,

de carbono,

heterociclico aromadtico

adicionalmente uno de

donde el grupo aéilo t

de al menos tres &tomo

carbonilo y el atomo de

[0041]Maytansinas

fenilo sustituido, o) radical

o heterocicloalquilo, y en donde
los sustituyentes puede ser H,
iene una extensién de cadena lineal
s de carbono entre la funcionaiidad

azufre.

adicionales para uso en el contexto

de la invencién incluyen compuestos representados por la

(III):

en donde Y’

(CR7R8)1(CR9=CR10yp(
Ryg) n~CR1R2S7Z, en

independientemente CHas,

donde Ri1 3% R;

Ly

(1ID),

representa

"=C) 4Bo (CRsRg) nDu (CR11=CR12) r (C=C) 5Bt (CR3

son cada uno

!
C,Hs, alquilo o alguenilo lineal que

100866047

y en

A
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tengan desde 1 a 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo

. | . +

ciclico o ramificado gue tenga desde 3 a 10 atomos de
| :

carbono, fenilo, fenil$ sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicldalquilo, y en donde R, también puede
i .
i
ser H, |

en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que

tengan 3 - 10 4&tomps de carbono, arilo simple o
sustituido, o radilcal heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo,

en donde R3, Ry, Rs, Rs, Ry, Rs, Ro, Rio, Riz, ¥y Riz son

cada uno independienfemente H, CHj, C,Hs, alquilo o
algquenilo lineal que t%nga dé;de 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alguenilo ci%lico o ramificado que tenga desde 3
a 10 atomos de carbono; fenilo, fenild sustituido o radical

heterociclico aromdtico, o heterocicloalquilo,
en donde 1, m, n} o, p, ¢ r, S, Yy t son cada uno
independientemente ceno o un entero desde 1 a ‘5, a
i
condicién de que al menos. dos de 1, m, n, o, p, 4, ¥, S, Y
t no sean cero a la.vez, y en donde Z es H, SR o COR, en.
donde R es alquilo o alquenilo lineal que tenga desde 1 a
10 &Atomos de carbono,. alquilo o alguenilo ramificado o
! ; ‘
lineal que tenga desdsg 3 a 10 étémos de carbono, o arilo
simple o sustitqido o radicgl heterociclico aromdtico o
heterocicloalquilo.
[0042]Modalidadés preferidas de la Férmula (III)

incluyen cémpuestos de Férmula (III) en donde (a) Ry es H,

R, es metilo y 2 es H, |(b) Ri y Rz son metilo y Z es H, (c)

OIS
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R; es H, R; es metilo

metilo, y Z es -SCHj.

33

y Z es -SCHs;, vy (d) Ry y Rz son

[0043]Dichas maytansinas adicionales también incluyen

compuestos representado

(IV-D,L)

Iv-L)
en donde Y represe
en donde R; y R:
CzHs,
atomos de carbono alqul
gue tengan desde 3 a

sustituido, 0. radi

heterocicloalquilo, y €

: . |
en donde Ra, Rq,i Rsg, Rg, R+

)j\ HaCy j\
@ X o /u\
4 3 ~
Y May/ \‘%\T Y May/ \ﬁN Y
o)

s por las Férmulas (IV-L), (IV-D), o©

H,C. H

I
(TV -D) (IV 'DaL)
nta (CRyRg)1(CRsRe)m(CR3Rqa)nCR1R25Z,

5on cada uno independientemente CHs,

alquilo 1lineal, ¢ alquenilo que tenga desde 1 a 10

ilo o alquenilo ciclico o ramificado

10 atomos e carbono, fenilo, fenilo

cal heterociclico aromatico o)

n donde R, también puede ser H,

son cada uno

Yy Re

independientemente H, CHs, C,Hs, alquilo o alguenilo lineal

gue tenga 'desdé 1 a
alquenilo ciclico o
4tomos de carbono, fe
heterociclico aromdtico

en donde 1, m, ¥y
entero desde a 1 5, y &

en donde Z es H,
alqueﬂilo lineal o rami

de carbono, alquilo o a

10 &tomos de carbono, alquilou o)

amificédo que tenga desde 3 a 10
radical

nilo, fenilo sustituido, o©

o heterocicloalquilo,

h son cada uno independientemente un

demés n puede ser Cero,
SR, o COR en donde R es alquilo o)
ficado que tenga desde 1 a 10 atomos

lquenilo ciclico que tenga desde 3 a’

10 &tomos de carbono, ¢

i
|
|

arilo simple o sustituido © radical

. (’:5— @‘00049
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. (IV-D, L)

heterociclico aromdtico o heterocicloalquilo,

May, representa un n

34

y en donde

aytansinoide que posea la cadena

lateral en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi, o C-20

desmetilo.
[0044]Modalidades |preferidas de las Férmulas (IV-L),
(IV-D) y (IV-D,L) inclpyen compuestos de (IV-L), (IV-D) vy

R8 son cada uno H, 1 vy
(b) Rl y R2 son metilo

ymson 1l nes 0, vy Z

en donde (a) Rl es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, vy

m son cada uno 1, n es 0, y Z es H,
R5, R6, R7, y R8 son cada uno H, 1

es H, (c) Rl es H, R2 es metilo, R5,

R6, R7, y R8 son cada Yyno H, 1 y mson 1, nes 0, y Z es -

SCH3, o (d) Rl y R2 sc¢

n metilo, R5, R6, R7, y R8 son cada

uno H, 1 ymson 1, n es.O, y Z es —-SCH3.

[0045]Preferibleme

representado por la Féxy

[0046]Las maytans

nte, el citotdxico es

agente
mula (IV-L).

inas adicionales preferidas también

incluyen compuestos representados por la Férmula (V):

MeO.

¢
i

hny Ti1sy

™

aNGaI50
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en donde Y represe

en donde R; y R»

nta (CRsRg)1(CRsRs)n(CR3Rs) nCR1R2SZ,
H

son cada uno independientemente CHj,

C,Hs, alquilo lineal, ¢ alquenilo que tenga desde 1 a 10

dtomos de carbono,

ramificado que tengan

fenilo, fenilo .sust
aromdtico o heterociclc

ser H,

en donde Rjy, Ry, Rg, Rg, Ry

(

alquilo o alquenilo «ciclico o
desde 3 a 10 &tomos e carbono,
ituido, [e heterociclico

radical

alquilo, y en donde R; también‘puede

y Rg son cada uno

independientemente H, CHj, CzHs, alquilo o alguenilo lineal

que tenga desde 1 a

alquenilo ciclico o 1

- 4tomos de carbono, fe

heterociclico aromatico
en donde 1, m, vy
entero desde a 1 a 5, ¥y

en donde Z es H,

10 A&tomos de carbono, alquilo o
amificado qué tenga desde 3 a 10.
nilo, fenilo sustituido, o radical
0 heterocicloalquilo,

n son cada uno independientemente un
ademds n puede ser cero,

SR, o COR en donde R es élquilo 0

alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 &tomos de carbono,

alquilo o alquenilo ci¢lico o ramificado que tenga desde 3

a 10 A&tomos

radical heterociclico 4

[0047]Modalidades |

incluyen compuestos de

es metilo, Rs, Rg, R4,

i
uno 1, nes 0, vy Z es H,

y R8 son cada uno H, 1
es H, R2 es metilo, RS

son 1, n es 0, vy Z es

de carbono,

o arilo simple o sustituido o

romatico o heterocicloalquilo.
preferidas de la Férmula (V)

Férmula (V) en donde (a) Ri es H, R

y Rg son cada uno H, l y m son cada_
‘ (b)Y R, y R, son metilo, RS, R6,'ﬁ7,
y m son 1, n es O, y Z es H, (c)'Rl

R6, R7, y R8 son cada uno H, 1 y m

LsCH3, o (d) Rl y R2 son metilo, RS,

2OGIEY

/
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R6,. R7, R8 son cada un
SCH3.

[0048]Maytansinas

compuestos representadojs por las Férmulas

(VI-D,L):

(VI-L)

36

0 H, l ymson 1, n es 0, v 2 es -

preferidas aun adicionales incluyen

(VI-L), (VI-D), o

. /u\ H:C. $H T HaC, M 9
Yo May/ \H>\T Y2 May/ “)<N Ya
| 5 i |

en donde Y, representa (CR7Rwl(CRsRQm(CRﬂh)nCRﬁQSZ,

en dondé Ri v R
CoHs, algquilo o alquen
dtomos de carbono,'alqu
que teﬁgan desde 3 a
sustituido, o radi

heterocicloalquilo, y €

en donde Rs, Rﬁ
i

son cada uno independientemente CHs,
ilo linealv que tenga desde 1 a 10
ilo o alquenilo ciclico o ramificado
10 Atomos e carbono,‘fenilo, fenilo

cal heterociclico aromadtico o)

n donde R, también puede ser H,

Rs, Rg, Ry y Rg son cada uno

independientemente H, ¢H3, C,Hs, alquilo o alguenilo lineal

que tenga desde 1 a
alguenilo ciclico o =z
4tomos de carbono, fe
heteroéiclico aromatico

en donde 1, m, Yy
entero desde a 1 a 5, ¥

en donde 72, es S

10 &tomos de carbono, alquilo o

amificado que tenga desde 3 a 10

nilo, fenilo sustituido, © radical
o heterocicloalqguilo,

n son cada uno independientemente un

ademds n puede ser cero,

R, o COR en donde. R es alquilo o

alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,

alquilo o alquenilo ciclico o ramificado gue tenga desde 3

H

t
|

ARa08ar
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_
1
a 10 A&tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o

radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y en

donde May es un maytansﬁnoidef

! , . .
[0049]Maytansinas : preferidas adicionales incluyen

compuestos representados por la.Férmula (VII)

Illl""m

MeO

VI,

en donde Y2’ representa

(CR7R8)1(CR9=CR10)p(CEC)qu(CRsRe)mDu(CRar=CR¢2)r(CEC)th(CRa

R4) n-CR1R,SZ, en do@de R y R son cada uno

independientemente CH3,ECﬁﬁ, algquilo o alquenilo lineal que

i
émos de carbono, alquilo o alguenilo

1

1
ciclico que tenga desdé 3 a 10 &tomos de carbono,

|

o |radical heterociclico aromdtico ©

i

heterocicloalquilo, vy ep donde R2 también puede ser H,

en donde A, B, D %on cicloalquilo o cicloalquenilo que

tengan desde 1 a 10 at

fenilo,

fenilo sustituido

tengan 3 - 10 Atomos de carbono, arilo .simple o

heterociclico aromatico o)

sustituido, o) radipal

j

heterocicloalquilo,
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en donde Rs, Ry, R§5, R¢, Ry, Rg, Rg, Rio, Rui, ¥ Ryy son
cada uno independientemente H, CHsz, CzHs, alquilo o
alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alqueniio_ciclico o ramificado que tenga desde 3
a 10 Atomos de carbono,l fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico arométicop o} heterocicloalqgilo,

en doﬁde i, m, n, o, p, 9 r; s, y t son cada uno

independientemente cerp o .un entero desde 1 a 5, a

condicién de que al me%os dos de 1, m, n, o, p, 49, &, S, Y
t no sean cero a la veé, y en donde Z2 es H, SR o -COR, en
donde R es alquilo o alguenilo lineal que tenga desde 1 a
10 &tomos de carbono, alquilo o alguenilo ramificado o
ciclico que tenga desdé 3 a 10 atomos de carbono, o arilo
simple o sustituido o radical heterociclico .aromdtico o

heterocicloalquilo..

[0050]Modalidades | preferidas de la Férmula (VII)
incluyen compuestos de; Férmula (VI) en donde Rl es H y R2
es metilo. |

[0051]Ademas de maytansinoides, el agente citotéxico
usado en el conjugado puede ser un taxano o un derivédo del
mismo. Los taxanos sén una familia de compuestos que
incluye el paclitaxel (Taxol®, un producto natural
citotéxico, y docetaxel (Taxotere®), un derivado semi-
sintético, ambos son usados ampliamente en el tratamiento
del cancer. Los taxanods son VeEnenos aciculares mitdéticos
gque inhiben la despolimerizacién de la‘.tubulina, “dando
éomo resultado la muerte cglular, Mientras gque el docet%xel'

y el paclitaxel son égentes ntiles en el tratamiento de
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zelensis. CC-1065 es é;

cancer,

toxicidad no

especfiifica

39

su actividad anti-tumoral es limitada a causa de su

hacia células normales..

Adicionalmente, compuestos como el paclitaxel y docetaxel

por si mismos no son

usados en conjugados de

[0052]Un taxano p

suficientemente potentes para ser
agentes de enlace celular.

referido para uso en la preparacién

de un conjugado citotéxlico ‘es el taxano de Férmula (VIII):

[0053]Métodos para(ﬁqHSetizar taxanos gque pueden ser

usados en el contexto

para conjugar taxanos

como anticuerpos, son
U.S. Nos. 5,416,064,
6,436,931, 6,596,757,

Publicacién de Solicit
Al!

[0054]E1 citotdxi
derivado del mismo. CCH

tumoral aislado del

in vitro que farmacos

de la invencién, Jjunto con métodos

i
)
i

a agentes de enlace celular tales
descritos en detalle en las Patentes
6,372,738,

5,475,092, 6,340,701,

6 706,708, y 6,716,821, la

ud de patente U.S. No. 2004/0024049

~o0 también puede ser CC-1065 o un

11065 es un potente antibidtico anti-
caldo de cultivo de Streptomyces
sroximadamente 1000 veces més potente

anti-cancer comunmente usados, tales
000055
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como doxorubicina, met

colaboradores, Cancer R

sus analogos se desc

5,585,499, 5,8846,545,

citotdxica de CC-1068

actividad alquilante vy

intercalar ADN. Estas

separadas de la moléclla.

alquilante esté
ciclopropapirroloindol

reside en las dos subun

[0055]Varios ané&lc

otrexate, y vincristina (Bhuyan vy

es. 42: 3532-3537 (1982)). CC-1065 vy

riben :en las Patentes U.S. Nos.
6,340,701 y 6,372,738. La potencia

ha sido correlacionada <con su

su actividad de enlazar ADN o de

residen en partes

dos actividades
A este respecto, la actividad
contenida en la subunidad

(CPI) y la actividad de enlace
idades pirroloindol'dé CC-1065.

gos de CC-1065 son conocidos en el

arte y también pueden ser usados como el agente citotdxico

en el conjugado

colaboradores, J. Med.

de anédlogos de CC-106)

(ver, por

ejemplo, Wapehoski y

590-603 (1988)).

Chem. 31: Una serie

han sido desarroilados, en los

cuales la porcidén CPI es reemplazada por wuna porcién

ciclopropabencindol
Chem. 55: 5823-5833

Bioorg. Med. Lett., 1:

(CBI)

(Boger y colaboradores, J. 0Org.
(1990), y Boger y colaboradores,

115-120 (1991)). Estos analogos de

CC-1065 mantienen la alta potencia in vitro del farmaco

precursor, sin causar
Como CC-1065, estos com
enlaéar covalentemente
muerte celular.
[0056]La eficienci

puede ser grandemente m

vivo a través de libex

retardo de la toxicidad en ratones.
puestos son agentes alquilantes para

a la estria menor de ADN para causar

2 terapéutica de analogos de CC-1065
ejorada cambiando la: distribucién in

-acién acertada a un sitio tumoral,

1000056
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dando como resultado

objetivos, y asi, tox
este fin, se
derivados de CC-1065
aciertan especificamen
ejemplo, las Patentes|
5,846,545). . Estos

citotoxicidad especifig
actividad anti-tumoral
humanos (ver por ejer
Res., 55: 4079-4084 (19
[0057]Se describen
andlogos de CC-1065 en

5,585,499, 5,846,545,

han generado

mas baja toxicidad. en tejidos no

icidad generalizada més baja. Para

conjugados de analogos ¥y

con agentes de enlace celular que

te a células tumorales (ver"por

U.Ss. No. 5,475,092, 5,585,499, vy

|
|
tonjugados tipicamente presentan
ra de alta objetividad in vitro, Yy
en modelos de xenoinjertos tumorales

nplo, Chari y colaboradores, cancer

95)).
con detalle métodos para sintetizar
5,475,092,

las Patentes U.S. Nos.

6,534,660, 6,585,618, y 6,756,397 y

en la Publicacién de Sblicitud de patente No. 2003/0195365
Al.l

[0058] FArmacos tales como el metotrexate,
daunorubicina, doxoru%icina, vincfistina, vinblastina,
melfalanc, mitomicina; cC, clorambucil, calicheamicina,
tubulisina ¥y anélogoé de ‘tubulisina, duocarmi;ina' y
andlogos de duocarmicina, dolostatina y analogos de

dolostatina también pueden ser usados en el contexto de la

invencién.
por ejemplo, patente U.

usados como el farmaco.

Compuestos de doxarubicina vy daunorubicina (vex

S. No. 6,630,579) pueden también ser

[0059]Los férmacoé conjugados pueden ser preparados

por medio de métodos

farmaco o profarmaco

|
lin vitro. A .fin de enlazar a un

al anticuerpo, se usa un grupo

000057
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maytansina puede reacci

ligante. Grupos ligante

arte e incluyen grupos

grupos fotolabiles, grupos peptidasé labiles,

estearasa lébiles. Gr

grupos disulfuro. Por
construidos usando una
entre el anticuerpo

moléculas de farmaco

]
i
i
3
i
i
|

s adecuados son bien conocidos en el

disulfuro, grupos &cidos labiles,

y grupos

upos ligantes preferidos son los

ejemplo, los conjugados pueden ser

reaccién de intercambio de disulfuro

y el farmaco o profarmaco. Las

también

pueden ser enlazadas 'a un
| .

agente de enlace céelular a través de una molecula portadora

intermediaria tal como

albuimina de suero.

[0060]De conformidad con la invencién; el agente de

enlace celular es m

reactivo reticulador b

odificado haciendo reacclionar un

ifuncional con el agente de enlace

celular, dando asi com¢ resultado la fijacién covalente de

una molécula ligante al agente de enlace celular. Como se

usa en’ la presente, un

cualquier porcién quim

reactivo reticulador bifuncional” es

ica que enlaza covalentemente a un

agente de enlace celylar a un farmaco, tal como los
farmacos descritos en la presente. En una modalidad
preferida de la invencidn, .una porcién de la porcidn

ligante es proporcionada por el farmaco. A este respecto,.

el farmaco comprende U
una molécula enla;adora
al agente de enlace ce
formar el maytansinoide
hidroxilo en C-3 de la

un grupo sulfhidrilo

!
'

(SH)

na porcién ligante due es parte‘de
mis grande que es usada para juntar

lular al fé;maco. Por ejemplo, pafa
DM1, la cadena lateral en el grupo
maytansina es modificada para tener
Esta forma ﬁiolada de

libre

onar con un agente de enlace celular

000058
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modificado para formar,

enlace final es conjunt

de los cuales es

reticulador, mientras gue el otro es proporcionado

cadena lateral de DM1.

43

-un conjugado. Por consiguiente, el

ado a partir de dos componentes, uno

proporcionado por el reactivo

por la

i
[0061] Puede usarée cualqguier reactivo reticulador

. ) | . . .,
bifuncional adecuado en conexién con la invencidn, con tal

i

. C ] : . : .
de que el reactivo ligante se proporciona para retencidn

1

i

de las

caracteristicas

terapéuticas, por ejemplo

citotoxicidad, y de objetividad del farmaco y el agente de
| ‘
enlace celular, respectﬁvamente.

Preferiblemente, 1

agente de enlace celu

a molécula ligante une el farmaco al

través de quimicos

lar a ligantes

(como se describid ant%riormente), de modo gque el farmaco y

el agente de enlace celular sean quimicaménte acoplados

(por ejemplo, enlaz
Preferiblemente, el
fragmentable. Mas I

covalentemente)

fragmentado bajo condiciones ligeras, es decir condiciones

en una célula bajo la$ cuales la actividad del farmaco no

es afectada. Ejemplos
incluyen enlaces disulf
fotolébiles,‘enlaces'pe

Enlaces

labiles. que

fragmentables a través:

de ligantes fragmentables'adecuados
uro; enlaces acidos lé&biles, enlaces
ptidasa labiles, y enlaces estearasa
son enlaces

contengan disulfuro

.
de intercambio disulfuro, el cual

puede tener lugar bajo condiciones fisiolégicas. Enlaces

dcidos labiles son enllaces fragmentables a pH acido.

ejemplo, ciertos compartimentos intracelulares, t

Por

f 30605

i
!
i -
J
i

ados entre  si.
reactivo ligante es un ligante
preferiblemente, el ligante  es
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endosomas y lisosomas, : tienen un pH &cido (pH de 4-5), vy
. o

proporcionan condiciones adecuadas para fragmentar enlaces

Acidos 1labiles. Enlac%s foto 1lébiles son utiles en la
' !

superficie corporal vy bn muchas cavidades corporales que
|

|

son accesibles a la luz. Ademds, los rayos infrarojos
i

pueden penetrar el tej#do. Eniaces peptidasa labiles pueden

ser usados para. fraggentar ciertos  péptidos en células

interiores y exteriores (ver por ejemﬁlo, Trouet vy
: 1

colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79: 626-629

81982), Y Umemoto y colaboradores, Int. J. cancer, 43: 677—v

684 (1989)).

[0062]Preferiblemente, el farmaco es enlazado a. un
agente de enlace celular a través de un enlace disulfuro.

La molécula ligante comprende un grupo quimico reactivo que

puede reaccionar con €l agente de enlace celular. Grupos

quimicos reactivos preferidos para reaccidén con el agente

de enlace celular son N_ succimidil ésteres y N-
sulfosuccinimidil ést%res. Adicionalmente la molécula
ligante comprende un grupo quimico reactivo,
preferiblemente un igrupo ditiopiridilo, que. puede

reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro.

Moléculas de enlace particularmente preferidas incluyen,

por ejemplo, N-  succinimidil  3- (2- piridilditio)

éropionato (SPDP) ver por ejemplo, Carlsson .y
|

colaboradores, Biochem., J. , 173: 723-737 (1978)), 4- (2-

piridilditio) butanoatd de N- succinimidilo (SPDB) (ver,

por - ejemplo, Patente U.S. 4,563,304), 4-  (2-

piridilditio)pentanoato%de N—succinimidilov(SPP) (vexr, por
0006060

vl

1
i
|
i
{
i
i
)
!
!
i
i
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reticuladores
U.S. No. 6,913,748, 1la
la presente como refere

[0063] Aunque

preferiblemente en el

reactivos

ligantes

método de la invenciédn,

45

;
otros
1 .

que se describen -en la patente

cual es incorporada integramente a
ncia.

fragmentables son usados

|

un ligante

no fragmentable también puede ser usado para generar el

conjugado

: |
anteriormente
|

descrito. Un ligante no

|
fragmentable es cualquier porcién quimica que es capaz de
. i

enlazar a un farmaco, ﬂal como un maytansinoide, un taxano,

o un andlogo de CC-106

una manera covalente e

no fragmentables son

fragmentacién inducida

por la luz,

fragmentacién inducida

fragmentacién

i
i

B, a un agente de enlace celular de

stable. Por consiguiente, ligantes

sustancialmente resistentes a’

por é&cido. Fragmentacién inducida

inducida por peptidasa,

por estearasa, 'y fragmentacidén de

|

I
enlace disulfuro, en condiciones bajo' las cuales el farmaco

o el agente de enlace c

[0064]Reactivos

elular permanece activo.

eticuladores adecuados que forman

ligantes no fragmentables entre un farmaco y un agente de

ligante fragmentable

Ejemplos de ligantes no

son bien conocidos en el arte.

fragmentables incluyén ligantes que

tienen un éster N- | succinimidilico o porcién ester
succinimidilico para #eaccién con el agente de enlace

celular, asi como también una porcién basada en maleimido-

o haloacetilo para reaccién con el farmaco. Los reactivos

comprenden una porcién basada en

reticuladores qgue

maleimido- incluye 4~ (maleimidometil)ciclohexancarboxilato

| ,._%;3_.0815
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i
1

de N-succinimidilo %SMCC), 4- (N- maleimidometil) -
ciclohexan- 1- carboxié 1- carboxi- (6- aﬁidocaproéto)_de
N- succinimidilo, el c;al es un analogo de.“cadena larga”
de SMCC (LC—SMCC), éstter N-succinimidilico del &cido x-

maleimidoundecanoico (KMUA), -éster N- succinimidilico del

acido Y- maleimidobutirico (GMBS) , éster N-

hidroxisuccinimida del; &cido e-maleimidocaproico (EMCS),
éster m- maleimidobenzoil- N- hidroxisuccinimida (MBS),
éster N. (o-maleimidogcetoxi)-succinimida (AMAS), .6- (B-
maleimidopropionamido)hannoato de succinimidilo (SMPH), 4-
(p—maleimidofenil)—buti;ato de N-succinimidilo (SMPB), e

isocianato de N- (p- imaleimidofenilo) (PMPI). Reactivos
|

reticuladores que comprenden una porcién basada en

haloacetilo incluyen 4+ (iodoacetil)- aminobenzoato de N-
succinimidilo (SIAB), ! iodoacetato de N- succinimidilo

(SIA), bromoacetato de N- succinimidilo (SBA), vy 3-
(bromoacetamido) propiohato dé N- succinimidilo (SBAP).
[0065]0tros réactivos reticuladores que carecen de un
dtomo de azufre que forﬁa ligantes no .fragmentables puede
también usarse en el método de 1la invencidén. Dichos
ligantes pueden ser derivados de porciones basadas en &cido

dicarboxilico. Las porciones basadas en &cido dicarboxilico
adecuadas incluyen, pero no se limitan a, 4&cidos o, O-

dicarboxilicos de la Férmula General (IX):

HCOOC-X1-Yn~2n~COOH

; (IX)

en donde X es un‘drupo alquilo, alquenilo o alquinilo

|
lineal o ramificado, que tenga 2 a 20 atomos de carbono, Y

| QQQQSZ

—
« "

|
i
i
I
i PO
|
i
1
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€s un grupo cicloalquiiq o cicloalquenilo que posea 3 a 10
]

dtomos de carbono, Z es un grupo aromdtico sustituido o no
' |

- sustituido que posea 6:;a 10 &tomos de carbono, o un grupo

heterociclico sustituﬁdo. 0 no sustituido en donde el
heterodtomo es selecciJnado de N,'O oS, yendonde 1, m, y
n son cada uno 0 o 1,la condicidén de que 1, m, n no sean
todos cero al mismo tiempo.

[0066]Muchos de | los .ligantes no fragmentables

descritos en la presente se describen en detalle en la

Solicitud de Patente No. 10/960,602, que corresponde a la

'Pubiicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2005/0169933

Al.

[0067]Alternativam§nte, como. se describe en la Patente

H
H

.U.S. No. 6,441,163, Bl, el farmaco puede ser primero

modificado para introducir un éster reactivo adecuado para
reaccionar con un agente de enlace éelular. La reaccidn de
estos maytansinoides gque contengan una pdrcién de enlace
adecuada con un agente| de enla;e célula proporciona otro
método de producir un c¢onjugado de maytansinoide-agente de
enlace celular fragmentable o no fragmentable.

[0068] Informacidn adicional concerniente a

maytansinoides, agentes citotéxicos que los comprendan,
conjugados de férma¢os, y métodos de preparacidn

1
|

relacionados se descriBen en la Solicitud de Patente U.S.
No. 11/352,121 y 1lh Solicitud de Patente U.S. No.

10/849,136, que corresponde a ia Publicacién de Solicitud.

de Patente U.S. No. 2004/0235840 Al.
g
i

006983

|

| -~ .
|

l



[0069]Los ejemplo# siguientes ilustran adicionalmente

|

la invencién pero, por!supuestd, no se construyeron COmoO
limitantes de‘su‘alcané% en mgnéra alguna.
. EJEMPLO 1
|
[0070]Este ejempl% demuestra la purificacién de un-
anticuerpo modificadog con un reactivo ‘de modificacién
heterobifuncional usandk TFF.

[0071]El anticuerpo monoclonal huN901. (concentracidn
|

| .
final de 8 mg/ml) fue incubado con 4- (2- piridilditio)

pentanoato) .de N- succﬁnimidilo (SPP, exceso molar de 5.6

veces)'por aprOXimadaménte 180 miﬁutos a 20 5C en 50 mM de-
regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5) qﬁe contenga 50
‘ ! |
mM dé NaCl, 2 mM de EDTA, y‘etanol'al 5 %. En un primer
grupo, la mezcla de reéccién se purificd usando una columna
de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida en 50 mM de
reguladof de fosfato de potasio (pH de 6.5) que:contenga 50.
mM de NaCl y 2 mM de EDTA. En un segundo grupo, la mezcla
de reaccidn fue purif;cadé usando un sistema Pellicon XL
TEF (Millipére, Billérica, MA), y el anticuerpo fue
diafiltrado (5 volﬁmenss) en 50 mM de fosfato de potasio[
50 mM de NaCl (pH dé 6.5), y 2 mM de EDTA usandg. una
membrana de corte de pgeso molecular de 10,000 (membrana de

celulosa regenerada UlkracelTM, Millipore, Billerica, MA).

Ambas muestras fueron iconjugadas con DMl (exceso molar de

1.7 veces sobre el enlazador sin enlazar) por 18 horas a

pH de 6.5 en reguladoﬁ de fosfato de potasio que ;ontenia

|
[)

50 mM de NaCl y una coﬁcentracién final de DMA al 3 %.

'
|
i
]
i
¢

000064
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[0072]En ambos i grupos,: los rendimientos se
determinaron eSpectrofétométricamente (longitud de onda de

280 nm) para las etapés de modificacién y de purificacién
combinadas. Las propérciones del anticuerpo a ligante

fueron también detjerminadas por tratamiento con

~ditiotreitol para libeﬁar piridina-2-tiona, la cual tuvo un

coeficiente de extincibn de 8,080 M1 cm™? a 343 nM. Las
proporciones de férméco/anticuerpo fueron determinadas
espectrofotométricamente (longitudes de onda de 280 nm vy

252 nm) para la etapafde conjugacién. Ademds, la remociédn

de especies molecularels pequefias relacionadas con SPP se

midié por HPLC Hisep.

[0073]Los datos re%ultantes se exponen en la Tabla 1.
|
|
, | g
Tabla 1. Métodos de Purificacién para huN901
[ ,
ModificadogUsando G-25F versus TFF

g ~ |Resina TEF
| | Sephade:xTM
i G25F
Etapa de Rendimie%to de la etapa| 94 |  98
Modificacién | (%) E
Proporci%n de Ligante/ |4.9 4.9
Anticueréo
Molécula% .pequefias | 0.2 | 0.2
relacion%das con SPP(%)
.Etapa de Propqrci%n de Farmaco/ |{3.7 3.7
Conjugacidn vAnticueréo
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[0074]Como se muektra en la Tabla 1, el uso de TFF

produjo el farmaco conﬁugado producto de al menos calidad

equivalente al p;océ%o de cromatografia no adsorbente
(G25), mientras que seg-més convéniénte y transportable a
escala. |

! EJEMPLO 2 |

[0075]Este ejemplg démuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado | con uﬁ reactivo de modificacién
heterobifuncional usando cromatografia de absorcién.

[0076]El anticuerpo huB4 fue modificade con 4- (2-
piridilditio) butanoato de N- succinimidilo (SPDB, exceso
ﬁolar de 5.4 veces) por 120 minutos a tempéeratura ambiente
en 50 mM de regulador |de fosfato‘de potasio (pH. De 6.5)
gue contenia 50 mM de NaCl, Z‘mM de EDTA, y -etanol al 5 %.
En un primer grupo, l; mezcla de reaccién fue purificada
usando la resina SephadexTM G25F comé se describidé en el
Ejemplo 1. En un segundo grupo, la mezcla de reaccién fue
cargada sobre una colum?a de ceramica hidrokiapatité (CHT);

i

Bio-Rad Laboratories,| Hercules, CA), la cual fue

equilibrada en 12.5 mM|de regulador de fosfato de potasio

{pH de 6.5) y se eluyé?con 80 mM de regulador de fosfato

de potasio (pH de 6.5).5
[0077]En ambos jrupos, los rendimientos y las

proporciones de ligante/anticuerpo fueron determinadas como

se describe en el Ejemplo 1. El primer grupo tuvo un

rendimiento de 91 % y una proporcién de ligante/anticuerpo

de 4.2. El segundo grupo tuvo un rendimiento de 89 % y una

proporcién de ligante/aﬁticuerpo de 4.2.

000065
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[0078]El anticuerpo CNTO95 (concentracién final de 10
mg/ml fue modificado cén 4- (2- piridiltio)butanoato de N-
succinimidilo (SPDB, exceso molar de 4.5 veces) por 120

minutos a 20 °C en 10|mM de regulador de fosfato de sodio

Q [+

(pH de 7.5) que contenila 2.5 % de sacarosa y 5 % de etanol.

En un primer grupo laj mezcla de reaccién fue purificada

usando la resina Sepha%exTM G25F en.12.5 mM de regu}ador de
fosfaﬁo de sodio (pH d% 6.5) que conténia iZ.S'mM de NaCl y-
0.5 mM ae EDTA. En un %egundo grupo, la mezcla de reacciédn
fue cargada en una columna de SP Sepharose Fast Flow (GE
HealthCare, Piscataway,] NJ), la cual fue equilibrada en 10
mM de regulador de fosfato de sodio (pH de 7.5) y eluyd con

50 .mM de regulador de {fosfato de potasio (pH de 7.5), que

contenia 50 mM de NacCl.

[0079]1En ambos grupos, los rendimientos y proporciones
|

de ligante/anticuerpo ﬁueron determinados como se describe
|

en el Ejemplo 1. El pr%mér grupo tuvo un rendimiento de 96
% y una proporcién de ﬁigante/anticuerpo de 4.0. E1 segundo
grupo tuvo un rendimi%nto de 97 % y una proporcidén de
ligante/anticuerpo de 4l1. |

[0080]Los datos o%tenidos en este ejeﬁplo demuestran
que puede usarse lal Cromatografia de adsorcidén para
purificar un antiCueréo modificado con un reactivo de
modificacién heterobifuncional.

EJEMPLO 3

[0081]Este ejemplo| demuestra los efectos benéficos de

conjugar un anticuerpolmodificado con un farmaco a pH de

mas 6.5. QQQQB'Y

FI
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[008B2]En un prime% experimento, el anticuerpo CNTO95

H

fue modificado y purifﬁcado como se describidé en el Ejemplo

2. El1 anticuerpo modiﬁicado fue entonces dividido en dos

grupos. En el primer ¢rupo, la conjugacién se efectud en

12.5 mM de regulador dé fosfato de potasio a pH de 6.5 que

‘contenia 12.5 mM de Na¢l, 0.5 mM de EDTA, 3 % de DMA, y un

i

exceso molar de 1.7 vekes de farmaco por ligante a 20 °C.
En el segundo grupo, l% reaccién de conjugacién fue a pH de
7.5. El1 anticuerpo .c%njugado fue purifiéado sobre las
columﬁas NAP-10.

[0083]La propbrci?n de farmaco/anticuerpo fue meaida
para ambos grupos. Loszdatos resultantes se exponen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Proporcién de farmaco/anticuerpc en Reaccién

de Conjugacién de pH de 6.5 versus 7.5.

Tiempo de' Proporcién é' de | Proporcién de
reaccién férmaco/antic%erpo a pH | farmaco/anticuerpo a pH
(horas) de conjugaciéné de 6.5 de cbnjugacién de 7.5
5% - , 3.0
1 2.3 é‘ 3.4
1.5 -- 3.5
2 2.8 3.5
A2;75 - b _g 3.6
3.5 3.2 — 3.6
15 3.4 é 3.7
i

[0084]Como se mue%tra por los datos expuestos en la

Tabla 2, 1la conjugacién%procede més réapido a pH de 7.5 que

a pH de 6.5. ) QOOUS@

i
i
i
i
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[0085]En un seéundo experimento, el anticuerpo

monoclonal humanizado ﬁuB4 fue modificado ya sea con (a) un

i
i
i

exceso molar de 4.9§ veces de SPDB en relacién al'

anticuerpo, o (b) un exceso molar de 4.8 veces de SPDB en
relacién al anticuerpo: En ambas situacioﬁes, la reacciédn
fue en 50 mM de fosfato de potasio, SQ mM de cloruro de
éotasio, y 2 mM de EDT& (pH de 6.5) en 5 % de etanol por un
total de 120 minutos a temperaturé ambiente. La muestra (a)
fue purificada sobre una columna de resina SephadexTM G25F .
equilibrada en 50 mM | de fosfato de potasio, 50 mM de

cloruro de sodio, y 2 mM de EDTA a pH de 6.5. La muestra

(b) fue purificada ‘equivalentementel excepto que el
regulador de cromatogra&ia fue ajustado a pH de 7.5. Ambas-
muestras fueron conjug%das con DM4 (exceso molar de 1.7
veces sobre el ligante %hlazado) por 18 horas a temperaturé'

ambiente en una concehtracién final de dimetilacetamida

(DMA) de 3 %. %

[0086] Por consiguikntg, la muestra (a) fue conjugada
a pH de 6.5, y 1la mue%tra (b) fue conjugada a pH de 7.5.
Las muestras fueron enéonces purificadas sobfe una columna .
de resina SephadexTM G25F equilibrada en 9.6 mM de fosfato
de potasio vy 4.2 mM de Icloruro de sodio a pH de 6.5. Ambas

muestras fueron incubadas a 4 °C por hasta 7 meses y se

sometieron a andlisis de farmaco libre liberado a

intervalos. Los. datos resultantes se exponen en la Tabla

3.

- Q00063
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Tabla 3: Liberacién de Farmaco libre durante el Tiempo

de Muestras Conbugadas a pH de 6.5 y de 7.5.

Tiempo pH de conj;gaciéﬂ de | pH de conjugacidén de
(meses) 6.5 % 7.5
0.5 1.0 é 0.8
1.5 1.8 % 1.0
2.5 3.2 é 1.9
7 4.0 % 2.8

[0087]Como se mue%tfa por los datos expuestos en la
Tabla 3, la liberaciénéde fadrmaco libre es sustancialmente
mas lenta que la muest?a (b) que habia sido conjugada a pH
de 7.5 en relaciédn % -la .muestra (a) que habia sido
conjugada a pH de 6.5. Por':consiguiente, el producto de

farmaco conjugado preparado a pH. De 7.5 mostrdé ser estable

con réspecto a la libgracién de farmaco libre durante el
tiempo en comparacidn %on el producto de farmaco conjugado
preparado a pH.de 6.5.§La conjugacién a pH de 7.5 también
mostrd una mejor incor%oracién de farmaco que a un pH de‘
6.5 requiriendo asi el %so de menos farmaco.
% EJEMPLO 4

[0088]Este ejemplé demuestra los efectos benéficoé de
conjugar un anticuerpo modificado con un féarmaco a pH de
menos de 6.0. |

[0089]El1 anticuerpo monoclonal huN901 (concentracidn

final de 8 mg/ml)  fue incubado con 4- (2~

piridilditio)pentanoato% de N- succinimidilo (SPP, exceso

--006970
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molar de 5.6 veces por%aproximadamente 180 minutos a 20 °C
en 50 mM de reguladoé de fosfato de potasio (pH de 7.5)
que contenia 50 mM de &aCl, 2 mM.de EDTA, vy 5 % de etanol.
En un primer grupo, lévmeicla de reaccién.fue purificada
usando una columna de ?esina SephadéxTM G25F equilibrada vy
eluida en 50 mM de r%gulador de citrato de sodio (pH de
5.0) que contenia 50 %m4 de NaCl y 2 mM de EDTA. En un
segundo grupo la mezcl% de reaccidén fue purificada usando
un coiumna de resina éephadexTM G25F equilibrada y eluida
en 50 mM de regulador de fosfato de potasio (pH de 6.5) que
contenia 50 mM de Naél y 2 mM de EDTA. Ambas muestras

fueron conjugadas con DM4 /exceso molar de 1.7 veces sobre

el ligante enlazado) éor 3, .19, 25, 48, Yy 120 horas a
temperatura ambiente é en una concentracién final dé
dimetilacetamida (DMA) ée 3 %.

[0090]Por consiguﬁente, el primer grupo de muestras

fue conjugado en 50 mM ﬁe regulador de citrato de sodio (pH

de 5.0) que contenia 5@ mM de NaCl y 2 mM de EDTA, y el

segundo grupo de mue%tras fue conjugadb en 50 mM de
regulador de fosfato de%sodio (lede 6.5), que contenia 50
mM de NaCl y 2 mM deéEDTA. Las muestras fueron entonces
purificadas usando una%columna de resina SephadexTM G25F
equilibrada y eluida eé 50 mM de regulador de fosfato de
potasio (pH de 6.5) que%coptenia 50 mM de NaCl.

[0091]En ‘ambos é gfupos, se determinaron  las

proporciones de enlazador(anticuerpo por tratamiento con

ditiotreitol para liber%r piridina-2-tiona, la cual tuvo un

coeficiente de extincién de 8,00 M cm™? a 343 nM. Se

 go9ti

!‘ari.
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determinaron espectroﬁotométricamente las relaciones de
férmaco/anticuerpo (loﬁgitudes dée inda de 280 nm y 252 nm)
para la etapa de conjuéacién.

[0092]E1 primer% grupo tuvo una relacién . de

- enlazador/anticuerpo d% 4.3. El segundo grupo tuvo una

proporcién de enlazadoﬁ/anticuerpo de.4.2.
[0093]L§s proporc%pnes de farmaco/anticuerpo durante
el tiempo para los dosggrupos se exponen en la Tabla 4.
Tabla 4.Velocida&'de incorporacién de DMl en huN901

I

modificado con SPP coﬁo una Funcién del pH de Conjugacién

Tiempo - de Proporci%n molar de Farmaco/Anticuerpo
reaccién i

(horas) pH de éonjugacién pH de conjugacién |

de 5.0 § de 6.5
3 2.43 ‘ [2.97
19 3;38 g 3.28
25 3.41 E N.T.
Taéla 4 (Continuacién)

Tiempo de | Proporcién molar de Férmaco/Anticuer@o
reaccién |

(horas) pH. de 1conjugacién pH de conjugacidn

de 5;0'2 de 6.5
18 | 3.46 % 3.17
120 3.44 ‘ % 2.85

[0094]Como es obvié de los datos expuestos. en la Tabla

4, el conjugado que es%eléborado conjugando el anticuerpo

000972
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modificado con el férméco a un pH de 5.0 alcanza un nivel

mads alto y mas estabﬁe de férmaco enlazado durante el

transcurso de la reaccién de conjugacién que el conjugado

hecho a un pH de conj@gacién de 6.5. Ademds a estabilidad

creciente, los resultados indican que un nivel més alto de

FArmaco/anticuerpo es logrado. a partir de la conjugacién a

pH de 5.0 gque cuando sé usé la misma cantidad de féarmaco a

i

un pH de conjugacidn

eficiente del farmaco a

de 6.5,

indicando asi el uso méas

pH de 5.0.

[0095]En ambos g?upos, las cantidades de mondémero

conjugado fueron detern

inadas durante el tiempo. Los datos

resultantes se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto d

de Monémero Conjugadq

modific

el pH de Conjugacién sobre el Nivel
> Durante la Conjugacién de huN901l

ado con SPP‘con DM1.

Tiempo de Monéme%o conjugado (%)

reacéiéﬁ |

(horas) pH de% conjugacién [ pH de donjugacién
de 5.0i de 6.5

3 T98.5 58.0

19 98.8 ? 98.2

25 99.1 % NT

48 99.2 é 98.3

120 99.2 % 97.8

"2 400073
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[0096]Como es obvi@ de los datos expuestos en la Tabla
5, el conjugado que es elaborado conjugando él anticuerpo

modificado con el férﬁaco a pH de 5.0 tuvo un nivel més

‘alto de mondmero conjuéado que el conjugado elaborado a un

pH de conjugacidén de 6.&.
. EJEMPLO 5
[0097]Este . ejempéo ' demuestra adicionalmente los
beneficios de conjug%r un farmaco a un anticuerpo
modificado a pH de meno% de 6. |

[0098]E1 anticueréo BIWA 4 fue modificado con SPP-

(exceso molar de SPP coho se muestra en la Tabla 6) por 120

- 140 minutos a temperétura ambiente -en 50 mM de regulador

de fosfato de potasio (pH de 6.5), 50 mM de NaCl, 2 mM de

EDTA, y 5 % de etaﬁol. Se purificaron alicuotas del

anticuerpo meodificado ien columnas de separacién NAP25

equilibradas en reguladores que tenian varios valores de

pHs (pH de 4.6 a 6.5).§Los reguladores de pHs de 4.6 a 5.9
se componian de 35 m@ de citrato de' sodio, 150 mM 'de
cloruro de sodio, y 2 m& de EDTA. El regulador de pH de 6.5
fue PBS con 2 mM de EDT%,

[0099]E] anticuer%ol modificado de cada pH fue
cénjugado con DM1 (exéeso molar de i.7 veces sobre -el
enlazador) -en dimetilacétamida (DMA, concentracidn final de
3 %). Después de incuba%ién por 17 - 18 horas a temperatura
ambiente, se purificaro% muestras del anticuerpo conjugado
por,crématografia sobregcolumnas NAP 25 equilibradas en PBS

(pH de 6.5). Las propoﬁciones de enlazador/anticuerpo (L/A

en la Tabla 6) fueron determinadas por tratamiento con

z o kQU 0074
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ditiotreitol para librér piridin—Z—tiona, la cual tuvo un

1
!

coeficiente de extinci?n estandar de 8,OOO'M‘1 cm™t a 343
|

nM. Las proporcionés de férmaco/anticuerpo fueron

determinadas espectrofétométricamente (longitudes de onda

de 280 nm y 252 nm)g para‘ la etapa de conjugacidén. EIL

mondémero conjugado, eépecies de aito peso molecular, y

especies de bajo peso golecular fueron determinadas por SEC

HPLC wusando una tolumna TSKG3000WXL equilibrada vy

desarrollada en regulador de fosfato de potasio 0.2 M (pH.

De 7) que contenia cloruro de potasio 0.2 M e isopropanol

al 20 %.

[0100]Los resulta&os de estos analisis se exponen en,

la Tabla 6.

Tabla 6.Caracte#isticas del Producto Conjugado de

Férmacé en Relacién al pH.

4.6 4.7 3.8 3.6 97.5 2.2 0.4 74
5.1 4.4 4.7 3.6 97.6 1.9 0.6 75
5.6 5.0 |4.9 N L I B SO KR T
5.9 5.5 5.3 3.7 96 4 2.3 1.4 76
6.5 6.6 |6.4 |[3.7 |95.1 |2.8 |1.9 |71

A = pH del reguladér

. B = Exceso molar dé SPP

C = L/A, proporcién de ligante/anticuerpo

D = D/A, proporciég de féfmaéo/anticuerpo

E = Mondémero (%)

;

000075
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‘ i

F = Especies de pe%o molecular alto (%)
G = Especies de baﬁq peso molecular (%)
H = Rendimiento de%la etapa de conjugacidén (%)

[0101]Los datos e%puestos en la ‘Tablé G, demuestran
que la conjugacidén de %IWA modificado con SPP con‘DMl fue
eficiente a pH inferiorga 6.0, en comparacién a la de pH de
4.5. Las cantidade% de ‘ligante y del férmaco,
especificamente ligant% de SPP y DMl, requeridas para
alcanzar una propor%ién de féarmaco/anticuerpo final
partiéular fueron reduéidas a pH mas bajo. Ademéds, niveles
de mondmero conjugado,%especies de alto peso molecular, vy
especies de bajb peso %Olecular fueron més optimas, y los
rendimientos fueron mej%rados, a pH mé&s bajo.

' EJEMPLO 6.

[0102]Este ejempio?demuestra que la etapa de purificar
el anticuerpo modificad% puede oppioﬁalmente ser eliminaaa.
El farmaco puede ser% afiadido simult&neamente con el
reactivo modificador bi%uncional 6 algun tiempo después.

[0103]En uﬁ ejempﬁo de adicidén de farmaco despﬁés del
reactivo modificador, ;l'anticuerpo monoclonal humanizadol
CNT095 fue modificado % una concentracidén de 20‘mg/ml con

el reactivo modificadoﬁ pbifuncional SPDB a un exceso molar

de SPDB sobre el antic@erpo de 4.6 veces por 120 minutos a

20 °C. El regulador deimodifiéacién fue 44 mM de regulador

3

[+
Q

de fosfato (pH de 7.5) @ue contenia 5.3 % de sacarosa y >
de etanol. Una alicuéta del anticuerpo modificado fue

purificada sobre resini SephadexTM G25F (proceso de cuatro

etapas estandar), equilibrada y eluida en 12.5 mM de

- 0000786
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regulador de fosfato ie potasio (pH de 7.5) que cohtenia'
12.5 mM de NaCl, vy fué subsecuentemente conjugada con DM4
(exceso molar de 1.7 %veces de farmaco sobre el ligante
enlazado) a una c%ncentracién final de anticuerpo
modificado de 10 mg/mi en 12.5 mM de reéulador de fosfato
de potasio (pH de 7.5)%‘que contenia 12.5 mM de NaCl y 10 %
de DMA por 20 horas % temperatura ambiente. Una segunda
élicuota del anti%uerpo modifico fue conjugada
inmediatamente al finéi.de la reaccidén de modificaéién de
120 minutosv (prbceSo% de tres etapas), sin Qque sea
purificado adicionalmen%e;

[0104]Las concent%aciones de regulador y de proteina:
de la mezcla de reacci%n de ﬁodificacién fueron ajustadas
para producir una conc%nfracién de proteina modificada de
10 mg/ml y una composicién de regulador de 28 mM de fosfato
de potasio (pH de 7.5)§que contenia 5.9 mM de NaCl y 2.7 %

de sacarosa. Se anadid entonces DM4 (exceso molar de 1.7

Qeces sobre el SPDB"i;icial), y el DMA se ajustd a una
concentracién final dé 10 %. Después de 20 horas de
incubacién a temperat%ra ambiente, ambas alicuotas de
anticuerpo conjugado éfueron purificadas sobre resina
SephadexTM G25F equilib%ada en 10 mM de histidina y 10 % de
sacarosa a pH de 5.5.

[0105]Las proporégones de ligénte/anticuerpo (L/A)
fueron determinadas poé‘tratamiento con ditiotreitol para
liberar piridin—Z—tion%, la cual tuvo un cceficiente de
extincién esténdar d% 8,080 M?' cm? a 343 nM. Las

proporciones de'férmaco?anticuerpo (D/A) y los rendimientos

¢ 0006077
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fueron determinados esﬁectrofotdmétricamente (longitudes de
onda de 280 nm y 252 nﬁ) para la etapa de conjugacién. Los

porcentajes de monémeré fueron ensayados por SEC-HPLC. Los

‘porcentajes de férmacé libre fueron ensayados por HPLC

sobre una columna Hisep. Los resultados de estos anadlisis
se exponen en la Tabla§7§
Tabla 7. Eliminacién Optima de Etapa de Purificacién

para el Anticuerpo Modﬂficado

Pardmetros | P%oceso de 4 | Proceso de 3
eﬁapas etapas

SPBD inicial 46 X 1.6 x

L/A : 4;14 . No determinado

D/A | 303 ‘ 4.0

Rendimiento 7é % 91 %

Mondémero (%) 95.8 96.1

Fadrmaco libre (%) 2.4 1.1

L/A, proporcidn de%ligante/anticuerpo

D/A, proporcidén deéférmaco/anticuerpo

[0106]Como se demo%tré por loé.resultados expuestos en
la Tabla 7,‘ la et%pa para purificar el aﬁticuerpo

modificado puede ser éeliminada en el contexto de la

invenciédn.

EJEMPLO 7
[0107]Este ejemplé demuestra un medio mejorado de

purificar el anticuerpo -que ha sido modificado con un

5~ 00007F
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reéctivo de modificacién bifuncional y luego conjugado cbn
un maytansionide. :

[0108]E1l anticueréo huN901 modificado con SPP (éxceso
molar de 7 veces) vy : purificado, sobre resina SephadexTM.

G25F, como se describié en el Ejemplo 1, fue conjugado con

el maytansinoide DMl iexceso molar de 1.7 veces sobre el

ligante, disuelto en %imetilacetamida (DMA) , concentrécién,
final de 3 %). I

[0109]Una primeraémuestra de conjugado fue purificada
por cromatografia estéédar sobre resina SephadexTM G25F en
solucidn salina regulaéa con fosfato (PBS, pH de 6.5).

[0110]Una segundaémuestra de conjugado fue purificada
por medio de un si%tema Pellicon XL TFF (Millipore,
Billerica, MA), comovs% describidé en el Ejemplo 1.

[0111]Una terceragmuestra de conjugado fue ﬁurificada
usando una columna de gresina MEP Hypercell equilibrada en
SO‘mM de Tris (pH de 850),'y eluida con 50 mM de acetato de
sodio (pH de 4.0). |

[0112]Una cuarta %uestra de conjugado fue purificado
usando una columna de %esina UNOs?here S equilibrada en 50

mM de fosfato de sodioé(pH de 6.5) y eluida con NaCl 0.2 M

y 50 mM de fosfato de sodio -(pH de 6.5).

[0113]Una quinta %uestra de conjugado fue purificada"
usando una columna dé resina CHT (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) equilibr;da en 50 mM dé fosfato de sodio (pﬁ
de 6.5) y se eluyé_co; NaCl 0.3 M y 50 mM de fosfato de

sodio (pH de 6.5).

Hp0e0 7o
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[0114]Una sexta muestra de conjugado fuel purificada
usando una columna de SP Sepharose equilibrada en 35 mM de
citrato de sodio, 10 mM de cloruré de sodio (éH de 5.0), vy
fge eluida con 0.25 mM de NaCl, 35 ﬁM de citrato de sodio
(pH de 5.0).

[0115]Se determiné - el mondmero conjugado por SEC -
HPCL usando una columna de resina TSKG3000SWy; equilibrada
y desar;ollada én regulador de fosfato de potésio 0.2 M a
pH de ‘7.0, que contenia cloruro de potasio 0.2 M e

isopropanol al 20 %. Se determiné el rendimiento de la

etapa de —conjugacién dividiendo el rendimiento del
anticuerpo conjugado entre 1la cantidad de anticuerpo
modificado que fue conjugado (determinado

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 289 nm).

[0116]Los resultados de estos anédlisis se exponen en

la Tabla 8.
Tabla 8: Comparacién de la Etapa de Purificacién

Conjugacioén

Muestra de | Etapa de | Monémero Rendimiento

conjugado purificacién conjugado (%) de la etapa
conjugacidén .(%)

1 (control) Resina G25F 93.2 85

7 (invencion) TFF 52.8 85

3 (invencién) Resina MEP | 84.5 74
Hypercell

4 (invencién) Resina. 96.3 81

| UNOsphere |
5 (invencién) Resina CHT 97.9 72
6 (invencién) Resina Sp|95.1 81 00080
.0

Sepharose ey
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[0117]Los resultaqos de la Tabla 8 muestra que todos

los métodos de purificacidén de la invencidén investigados

(grupos 2 - 6) dier?ﬁ rendimientos similéres a los
obtenidos con el procéso control (grupo 1). Cada método
cromatogrédfico de la invencién produjo un mejoramiento en
el nivel de monémeroé conjugado y puede ser facilmente
llevado a escala.

[0118]Ademés de. &HT (cerdmica hidroxiapatita), CFT
(cérémica fluoroapatiéa) también pueden usarse bajo
éondiciones cromatogréficas similares. Alternativamente
ambas resinas la CHT§ y la CFT pueden ser wusadas en
modalidad n- adsorbent% de modo que el producto deseado
sustancialmente cénjug?do' monomérico’ no séa retenido por
las resinas, mientras %ue especies de alto peso molecular.
son retenidas y asi sep%radas del producto deseado.

[0119]Aunque uéa composicién estandar de
regulador/solvente par£ conjugacién comprende 3 % de DMA,
50 mM de fosfato de poéasio, 50 mM de NaCl, N 2 mM de EDTA
a pH de 6.5 (como sé utilizé en el Ejemplo 1), otras
composiciones son mas édmpatibles con alguna de las étapas
cromatogréficas descriéas en la presente y proporcionan
otros beneficios en %elacién al proceso estandar. Por
ejemplo, la conjugaciénépuede ser efectuada en DMA al 3 %,
12.5 mM de fosfato de pptasio, 12.5 mM de NaCl, vy O.S mM de
EDTA a pH de 6.5. Bajé estas condiciones, la cantidad de
DM4 incorporado en r%lacién a la cantidad e ligante
incorporado en el anti;@erpo huB4 fue de aproximadamente 10

$ mas alta que para las condiciones estandares. Ademés,

- 000081
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estas vcondiciones soné mas compatibles con cargar sobre
resinas tales como resi;as de intercambio catidénico y CHT.
[0120]Todas las réferencias incluyendo publicaciones,
solicitudes de patentesb y patentes, citadas en la presente
se inéorporan a la gmisma como referencia en 1la Mmisma
medida que @ si cada; referencia fuera individual' y
especificahente indic?da para ser incorporada como
referencialy fuera expu%sta integramente en la presente.

AL}

[0121]E1 wuso ‘de %un” (antes. de consonante) vy un”
(antes de vwvocal) vy “eﬁ[ la” y referentes similares en el
contexto de describir éla invencién (especialmente en el
contexto de las réivindicaciones siguientes) son
construidas para cubrir?tanto el singular como el plural, a
|
menos qué se indique &e otra manera en la presente o‘sea
contraindicada claramééte por el contexto. Los términos

Ww

“gque comprenda”, “qu% ltenga”, gue incluya” vy “Que
contenga” se construieron como términos de finalidad
abierta (es decir quegsignifican “que incluya pero no se

limitela”) a menos que;se indique de otra manera. La cita
de intervalos de valoﬁes en la presente estd meramente
prevista para servir céﬁo un método abreviado de referirse
individualhente a cad% valor separado que' caiga en el
intervalo, a ménos qué se indique de otra manera en la
presente, y cada‘ valér separado eé incorporado en la
especificacidén como si%fuera citado individualmente en ia
presente. Todos los métédos descritos en la presente pﬁeden

ser efectuados en cualqhier orden a menos que se indique de

otra manera en la presente o se contraindique claramente

107000082+ -}
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por el contexto. El wuso de cualquiera y de todos los
ejemplos, o lenguajes_%jemplares (por ejemplo “tal como”)
proporcionadd'en la présente,‘esté pre§isto meramente para
mejor iluminar lalinvéncién y no presenta una limitacidn
sobre el alcance de la%invencién a meﬁoé que se reclame de
manera diferente. Ningﬁn lenguaje en la especificacién
deberé consﬁruirse como indicando - cualquier elemento no
reclamado como esencialépara la préctica de la invenciédn.
[0122]En la presente se describen modalidades
preferidas de esta iﬁvencién, incluyendo el mejor modo

conocido por los in¥Ventores ©para llevar a cabo la

invencidén. Variaciones ide las modalidades preferidas pueden

volverse.obvias para lo% expertos en el arte a partir de la
lectura de la descripc%én anterior. Los inventores esperan
que los expertos empieen dichas variaciones segﬁﬁ sea
apropiado, y los invenﬁores pretenden que la invencién.sea
practicada de otra manéra a la especificamente descrita en
la presente. Por consiéuiente, la invencién incluye todas
las modificaciones vy eéuivalentes del asunto.citadb en las

reivindicaciones anexas, a la presente como permitidas. por

la ley aplicable. Adehés, cualquier combinacién de los

elementos anteriormente descritos en todas las variaciones
posibles de los mismos estd abracada por la invencién a
menos que se indique dé otra manera en la presente o se

contraindique claramente por el contexto.
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REIVINDICACIONES

Un proceso para preparar un conjugado anticuerpo-

maitansinoide que comprende las etapas de:
(a) poner en contacto un anticuerpo con un

reactivo reticulador bifuncional para unir
covalentemente un ligante al anticuerpo y por
consiguiente preparar una primera mezcla que comprende
anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos,

(b) someter 1la primera mezcla a filtracidén de
flujo tangencial, precipitacidén selectiva, filtracién
por adsorcidén, o <cromatografia por absorcidén y por
consiguiente preparar una primera mezcla purificada de
anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos,

(c) conjugar un maitansinoide a los anticuerpos
gue tienen ligantes unidos a los mismos en la primera
mezcla purificada al hacer reaccionar los anticuerpos
que tienen ligantes unidos a los mismos con un
maitansinoide en una solucién que tiene un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 9 para preparar una
segunda mezcla que comprende (i) anticuerpo quimicamente
acoplado a través del ligante al maitansinoide, (ii)
maitansinoide 1libre, y (iii) subproductos de reaccidn
producidos durante la etapa (c), Yy

(d) someter la segunda mezcla a filtracién de
flujo tangencial para purificar los anticuerpos

guimicamente acoplados a través de los ligantes al

neaac”s
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maitansinoide a partir de los otros compuestos de la
segunda mezcla y por consiguiente preparar una segunda
mezcla purificada de anticuerpos gquimicamente acoplados

a través de los ligantes al maitansinoide.

El proceso de la reivindicacién 1, en donde la
cromatografia por absorcién se selecciona del grupo que
consiste de cromatografia de hidroxiapatita,
cromatografia de induccién de carga hidrdfoba (HCIC),
cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC),
cromatografia de intercambio idénico, cromatografia de
intercambio iénico de modo mezclado, cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados (IMAC), cromatografia
de ligando de tinte, cromatografia de afinidad,
cromatografia de fase inversa, y combinaciones de las

mismas.

El proceso de la reivindicacién 1, en donde filtracidn

de flujo tangencial se utiliza en la etapa (b).

El proceso de la reivindicacién 1, en donde

precipitacién selectiva se utiliza en la etapa (b).

El proceso de la reivindicacién 1, en donde filtracidn

pot adsorcién se utiliza en la etapa (b).

NAGI95
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10.

11.

El proceso de la reivindicacién 1 o 2, en donde se

utiliza la cromatografia por absorcidén en la etapa (b).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde la solucién en la etapa (c) tiene un pH de

aproximadamente 4 a aproximadamente 6.0.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde la solucién en la etapa (c) tiene un pH de

aproximadamente 6.5 a aproximadamente 9.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en

donde la sclucidén en la etapa (c¢) comprende sacarosa.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en
donde la solucién en la etapa (c) coﬁprende un agente
regulador seleccionado del grupo que consiste de un
regulador de «citrato, un regulador de acetato, un

regulador de succinato, y un regulador de fosfato.

Un proceso para preparar un conjugado anticuerpo-
maitansinoide que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un anticuerpo con un
reactivo reticulador bifuncional para unir
covalentemente un ligante al anticuerpo y por
consiguiente preparar una primera mezcla que' comprende

anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos,

000096
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12.

(b) conjugar un maitansinoide to los anticuerpos
que tienen ligantes unidos a los mismos en la primera
mezcla al hacer reaccionar los anticuerpos que tienen
ligantes unidos a los mismos con un maitansinoide en una
solucién que tiene un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 9 para preparar una segunda mezcla que
comprende (i) anticuerpo quimicamente acoplado a través
del ligante al maitansinoide, (ii) maitansinoide 1libre,
y (iii) subproductos de reaccién producidos durante la
etapa (b), y

(c) someter la segunda mezcla a filtracidén de
flujo tangencial, precipitacién selectiva, filtraciédn
por adsorcidn, cromatografia por absorcién, o una
combinacidn de las mismas, para purificar los
anticuerpos quimicamente acoplados a través de los
liéantes al maitansinoide a partir de los otros
compuestos de la segunda mezcla y por consiguiente
preparar una segunda mezcla purificada de anticuerpos
guimicamente acoplados a través de los ligantes al
maitansinoide

en donde la primera mezcla no se somete a
filtracidén de flujo tangencial, precipitacién selectiva,

filtracidén por adsorcidn, o cromatografia por absorcidn.

El proceso de la reivindicacién 11, en donde la primera

mezcla no se somete a purificacién.

0060%°7
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13.

14.

15.

le.

17.

El proceso de la reivindicacién 11 o 12, en donde 1la
cromatografia por absorcidén se selecciona del grupo que
consiste de cromatografia de hidroxiapatita,
cromatografia de induccidén de carga hidréfoba (HCIC),
cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC),
cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de
intercambio idénico de modo mezclado, cromatografia de
afinidad por metales inmovilizados (IMAC), cromatografia
de ligando de tinte, cromatografia de afinidad,
cromatografia de fase inversa, y combinaciones de las

mismas.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11-13,
en donde la solucidén en la etapa (b) tiene un pH de

aproximadamente 4 a aproximadamente 6.0.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11-13,
en donde la solucién en la etapa (b) tiene un pH de

aproximadamente 6.5 a aproximadamente 9.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11-15,

en donde la solucidén en la etapa (b) comprende sacarosa.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11-16,
en donde la solucidén en la etapa (b) comprende un agente
regulador seleccionado del grupo que consiste de un

regulador de <citrato, wun regulador de acetato, un
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

regulador de succinato, y

El proceso de cualquiera

en donde el anticuerpo es

El proceso de cualquiera
en donde el anticuerpo

humanizado.

El proceso de cualquiera

en donde el anticuerpo

un regqulador de fosfato.

de las reivindicaciones 1-17,

un anticuerpo monoclonal.

de las reivindicaciones 1-17,

es un anticuerpo monoclonal

de las reivindicaciones 1-17,

se selecciona del grupo que

consiste de huN901, huMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab,

bivatuzumab, sibrotuzumab,

El proceso de cualquiera

en donde el anticuerpo es

El proceso de cualquiera

en donde el anticuerpo es

El proceso de cualquiera

en donde el anticuerpo es

El proceso de cualquiera
en donde el anticuerpo

humano.

CNTO95, huDS6, y rituximab.

de las reivindicaciones 1-17,

trastuzumab.

de las reivindicaciones 1-17,

un anticuerpo quimérico.

de las reivindicaciones 1-17,

un anticuerpo humanizado.

de las reivindicaciones 1-17,

es un anticuerpo monoclonal

Q0060R3
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de

ratdn.

El proceso de'cualquiera de las reivindicaciones 1-25,

en donde el maitansinocide comprende un grupo tiol.

El proceso de la reivindicacidén 26, en donde el
maitansinoide es N?' -deacetil-N? - (3-mercapto-1-

oxopropil)-maitansina (DM1).

El proceso de la reivindicacién 26, en donde el
maitansinoide es N? -deacetil-N?-(4-metil-4-mercapto-1-

oxopentil)-maitansina (DM4).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-28,
en donde el anticuerpo se acopla qguimicmente al
maitansinoide a través de enlaces quimicos seleccionados
del grupo que consiste de enlaces de disulfuro, enlaces
lédbiles en medio &cido, enlaces fotoléabiles, enlaces
labiles en peptidasa, enlaces de tiocéter, y enlaces

ldbiles en esterasa.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
en donde el reactivo reticulador bifuncional se
selecciona del grupo que consiste de 3-(2-

piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), N-

goanas
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succinimidil-4- (N-maleimidometil)-ciclohexano-l-carboxi-
(6-amidocaproato), (LC-SMCC), éster de N-succinimidilo
de 4&cido k-maleimidoundecanoico (KMUA), éster de N-
succinimidilo de 4&cido y-maleimidoundecancico (GMBS),
5 éster de N-hidroxisuccinimida de acido a-
maleimidocaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS) , éster de N- (-
maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil=-6-(B-
maleimidopropionamido)hexanocato (SMPH), N-succinimidil
10 4-(p-maleimidofenil)-butirato (SMPB) , N-(p-
maleimidofenil)isocianato (PMPI), N-succinimidil-4-
(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo
(SBA), y 3-(bromoacetamido)propionato de N-succinimidilo

15 (SBAP) .

31. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
en donde el reactivo reticuladof bifuncional se
selecciona del grupo que consiste de 4-(2-

20 piridilditio)butancato de N-succinimidilo (SPDB), 4-(2-
piridilditio)pentancato de N-succinimidilo (SPP), y 4-
(maleimidometil) ciclohexanocarboxilato de N-

succinimidilo (SMCC).

25 32. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-29,
en donde el reactivo reticulador bifuncional es 4-

(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-

aoo09l
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33.

succinimidilo (SMCC).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el anticuerpo es trastuzumab, el reactivo
reticulador bifuncional es 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-
succinimidilo (SMCC), y el maitansinoide es N?' -deacetil-

N?'- (3-mercapto-l-oxopropil)-maitansina (DM1).

naaNaz



77

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién proporciona un proceso para preparar un

agente de enlace celular quimicamente ' acoplado a un
. i .
farmaco. E1 proceso |comprende fijar covalentemente un

ligante  a un agente {de enlace celular, una etapa de

purificacién, conjugari un farmaco al agénte de enlace

celular y una etapa de purificacidén subsiguiente.
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