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DRUG CONJUGATE COMPOSITION

FIELD OF THE INVENTION
[0001])  This invention pertains to a conjugate comprising an antibody chemically
coupled to a maytansinoid, and methods of using same.

BACKGROUND OF THE INVENTION
[0002]  The treatment of cancer has progressed significantly with the development of
pharmaceuticals that more efficiently target and kill cancer cells. To this end, researchers
have taken advantage of cell-surface receptors and antigens selectively expressed by cancer
cells to develop drugs based on antibodies that bind the tumor-specific or tamor-associated
antigens. In this regard, cytotoxic molecules such as bacteria and plant toxins,
radionuclides, and cestain chemotherapeutic drugs have been chemically linked to
monoclonal antibodies that bind tumor-specific or tumor-associated cell surface antigens
(sce, c.g., International (PCT) Patent Application Nos. WO 00402587, WO 02/060955, and
WO 02/092127, U.S. Patents 5,475,092, 6,340,701, 6,171,586, U.S. Patent Application
Publication No. 2003/0004210 A1, and Ghetie et al., J. Immunol. Methods, 112, 267-277
(1988)). Such compounds are typically referred to as toxin, radionuclide, and drug
“conjugates,” respectively. Often they also are referred to as immunoconjugates,
radioimmunoconjugates and immunotoxins, Tumor cell killing occurs upon binding of the
drug conjugate to a tumor cell and activation of the cytotoxic activity of the maytansinoid.
The selectivity afforded by drug conjugates minimizes toxicity to normal cells, thereby
enhancing tolerability of the drug in the patient,
[0003]  Despite the tumor selectivity afforded by drug conjugates, the use of drug
conjugates in a clinical context is limited by a number of factors. In this respect, drug
conjugate formulations typically are based on a known formulation of the antibody from
which the drug conjugate is manufactured, without consideration as to what effect the
conjugated cytotoxic molecule may have on the stability of the antibody. As such, current
drug conjugate compositions are less stable than compositions containing the tumor-specific
antibody alone.
[0004]  Thus, in view of the above, there remains a need for drug conjugate
compositions containing highly cytotoxic drugs that are more stable than currently available
drug conjugate compositions. There also remains a need for methods of using such drug
conjugate compositions to treat human diseases associated with cell proliferation, such as
cancer.
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[0005)  The invention provides such a composition and method. These and other
advantages of the invention, as well as additional inventive features, will be apparent from
the description of the invention provided herein.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION
f0006])  The invention provides a composition comprising (i) a therapeutically effective
amount of a conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a
buffering agent, (iii) a tonicifying amount of sodium chioride, (iv) water, and optionally (v)
a surfactant, wherein the composition has a pH of about 5-6. The invention also provides a
lyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective amount of a conjugate
comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (i) a buffering agent, (iii) a
cryoprotectant, (iv) a bulking agent, and optionally (v) a surfactant, wherein the
composition has a pH of about 5-6 when reconstituted with water. The invention further
provides a method for killing a cell in a human comprising adnuinistering to the human
cither of the above-described compositions such that the antibody binds to the surface of the
cell and the cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0007]  The invention provides a composition comprising (i) 2 therapeutically effective
amount of a conjugate comprising an aniibody chemically coupled to 2 maytansinoid, (ii) a
buffering agent, (iii) optionally a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride,
and (v) water, wherein the composition has a pH of about 5-6.
[0008)  The inventive composition contains a conjugate which comprises an antibody
chemically coupled to a maytansinoid. The term “antibody,” as used herein, refers to any
immunoglobulin, any immunoglobulin fragment, such as Fab, F{ab’),, dsFv, sFv, diabodies,
and trisbodies, or immunoglobulin chimera, which can bind to an antigen on the surface of a
cell (e.g., which contains a complementarity determining region (CDR)). Any suitable
antibody can be used in the inventive composition. One of ordinary skill in the art will
appreciate that the selection of an appropriate antibody will depend upon the cell population
to be targeted. In this regard, the type and number of cell surface molecules (i.c., antigens)
that are selectively expressed in a particular cell population (typically and preferably a
diseased cell population) will govem the selection of an appropriate antibody for use in the
inventive composition. Cell surface expression profiles are known for a wide variety of cell
types, including tumor cell types, or, if unkmown, can be determined using routine
molecular biology and histochemistry techniques.
[0009]  The antibody can be polyclonal or monoclonal, but is most preferably a
monoclonal antibody. As used herein, “polyclonal” antibodies refer to heterogeneous

b
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populations of antibody, typically contained in the sera of immunized animals.
“Monoclonal” antibodies refer to homogenous populations of antibody molecules that are
specific to a particular antigen. Monoclonal antibodies are typically produced by a single
clone of B lymphocytes (“B cells™). Monoclonal antibodies may be obtained using a variety
of techniques known to those skilled in the art, including standard hybridoma technology
(see, e.g., Kohler and Milstein, Eur. J. Fmmunol., 5, 511-519 (1976), Harlow and Lane
(eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press (1988), and C.A. Janeway et al. (eds.),
Immunobiology, 5™ Bd., Garland Publishing, New York, NY (2001)). In brief, the
hybridoma method of producing monoclonal antibodies typically involves injecting any
suitable animal, typically and preferably a mouse, with an antigen (i.., an “immunogen™).
The animal is subsequently sacrificed, and B cells isolated from its spleen are fused with
buman myeloma cells. A hybrid cell is produced (i.e., a “hybridoma™), which proliferates
indefinitely and continuously secretes high titers of an antibody with the desired specificity
in vitro. Any appropriate method known in the art can be used to identify hybridoma cells
that produce an antibody with the desired specificity. Such methods inciude, for example,
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Westem blot analysis, and
radioimmunoassay. The population of hybridomas is screened to isolate individual clones,
each of which secrete a single antibody species to the antigen. Because each hybridoma is a
clone derived from fusion with a single B cell, all the antibody molecules it produces are
identical in structure, including their antigen binding site and isotype. Monoclonal
antibodies also may be generated using other suitable techniques including EBV-hybridoma
technology (see, e.g., Haskard and Archer, J. Immunol. Methods, 74(2), 361-67 (1984), and
Roder ¢t al., Methods Enzymol., 121, 140-67 (1986)), or bacteriophage vector expression
systems (see, e.g., Huse et al., Science, 246, 1275-81 (1989)). To prepare monoclonal
antibody fragments, recombinant methods typically are employed.

[0010]  The monoclonal antibody can be isolated from or produced in any suitable
animal, but is preferably produced in a mammal, more preferably a mouse, and most
preferably a human. Methods for producing an antibody in mice are well known to those
skilled in the art and are described herein. With respect to human antibodies, one of
ordinary skill in the art will appreciate that polyclonal antibodies can be isolated from the
sera of human subjects vaccinated or immunized with an appropriate antigen. Alternatively,
human antibodies can be generated by adapting known techniques for producing human
antibodies in non-human animals such as mice (ses, e.g., U.S. Patents 5,545,806, 5,569,825,
and 5,714,352, and U.S. Patent Application Publication No. 2002/0197266 Al).

[0011}]  While being the ideal choice for therapeutic applications in humans, human
antibodies, particularly human monoclonal antibodies, typically are more difficult to
generate than mouse monoclonal antibodies. Mouse monoclonal antibodies, however,
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induce 2 rapid host antibody response when administered to humans, which can reduce the
therapeutic or diagnostic potential of the antibody-drug conjugate. To circumvent these
complications, a monoclonal antibody preferably is not recognized as “foreign™ by the
human immune system. To this end, phage display can be used to generate the antibody. In
this regard, phage libraries encoding antigen-binding variable (V) domains of antibodies can
be generated using standard molecular biology and recombinant DNA techniques (see, e.g.,
Sambrook et al. (eds.), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3™ Edition, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York (2001)). Phage encoding a variable region with the
desired specificity are selected for specific binding to the desired antigen, and a complete
human antibody is reconstituted comprising the selected variable domain. Nucleic acid
sequences encoding the reconstituted antibody are introduced into a suitable cell line, such
as amyeloma cell used for hybridoma production, such that human antibodies having the
characteristics of monoclonal antibodies are secreted by the cell (see, ¢.g., Janeway et al.,
supra, Huse et al., supra, and U.S. Patent 6,265,150). Alternatively, monoclonal antibodies
can be generated from mice that are transgenic for specific human heavy and light chain
immunoglobulin genes. Such methods are kmown in the art and described in, for example
US. Patents 5,545,806 and 5,569,825, and Janeway et al., supra. Most prefersbly the
antibody is 2 humanized antibody. As used herein, a “humanized” antibody is one in which
the complementarity-determining regions (CDR) of 2 mouse monoclonal antibody, which
form the antigen binding loops of the antibody, are grafied onto the framework of 2 human
antibody molecule. Owing to the similarity of the frameworks of mouse and human
antibodics, it is generally accepted in the art that this approach produces a monoclonal
antibody that is antigenically identical to & human antibody but binds the same antigen as
the mouse monoclonal antibody from which the CDR sequences were derived, Methods for
generating humanized antibodies are well known in the art and are described in detail in, for
example, Janeway et al, supre, U.S. Patents 5,225,539, 5,585,089 and 5,693,761, European
Patent No. 0239400 B1, and United Kingdom Patent No. 2188638. Humanized antibodies
can also be generated using the antibody resurfacing technology described in U.S. Patent
5,639,641 and Pedersen et al., J. Mol. Biol., 235, 959-973 (1994). While the antibody
employed in the conjugate of the inventive composition most preferably is a humanized
monoclonal antibody, a human monoclonal antibody or 2 mouse monoclonal antibody, as
described above, are also within the scope of the invention.

[0012]  Antibody fragments that have at least one antigen binding site, and thus
recognize and bind to at least one antigen or receptor present on the surface of a target cell,
also are within the scope of the invention. In this respect, proteolytic cleavage of an intact
antibody molecule can produce a variety of antibody fragments that retain the ability to
recognize and bind antigens. For example, limited digestion of an antibody molecule with
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the protease papain typically produces three fragments, two of which are identical and are
referred to as the Fab fragments, as they retain the antigen binding activity of the parent
antibody molecule. Cleavage of an autibody molecule with the enzyme pepsin nommally
produces two antibody fragments, one of which retains both antigen-binding arms of the
antibody molecule, and is thus referred to as the F(ab’); fragment. A single-chain variable
region fragment (sFv) antibody fragment, which consists of a truncated Fab fragment
comprising the variable (V) domain of an antibody heavy chain linked to 3 V domain of a
light antibody chain via a synthetic peptide, can be generated using routine recombinant
DNA technology techniques (see, ¢.g., Janeway et al., supra). Similarly, disulfide-
stabilized variable region fragments (dsFv) can be prepared by recombinant DNA
technology (see, €.g., Reiter et al., Protein Engineering, 7, 697-704 (1994)), Antibody
fragments of the present invention, however, are pot limited to these exemplary types of
antibody fragments. Any suitable antibody fragment that recognizes and binds to a desired
cell surface receptor or antigen can be employed. Antibody-antigen binding can be assayed
using any suitable method known in the art, such as, for example, radioimmunoassay (RIA),
ELISA, Western blot, immunoprecipitation, and competitive inhibition assays (see, e.g.,
Janeway et al., supra, and U.S. Patent Application Publication No. 2002/0197266 Al).
(0013] In addition, the antibody can be a chimeric antibody. By “chimeric” is meant
that the antibody comprises at least two immunoglobulins, or fragments thereof, obtained or
derived from at least two different species (e.g., two different immunoglobulins, 2 human
immunoglobulin constant region combined with a murine immunoglobulin variable region).
[0014]  Any suitable antibody can be used in the inventive composition. Particularly
preferred antibodies are humanized monoclonal antibodies, exampies of which include
huN901, huMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumsab, and rituximab
(ses, e.g., U.S. Patent 5,639,641, U.S. Provisional Patent Application No, 60/424,332,
International (PCT) Patent Application No. WO 02/16401, Pedersen et al., J. Mol. Biol.,
235, 959-973 (1994), Roguska et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 969-73 (1954), Liu et
al., Proc. Natl, Acad, Sci. USA, 93, 8618-8623 (1996), Nadler ¢t al., J. fmmunol., 131, 244-
250 (1983), Colomer et al., Cancer Invest., 19, 49-56 (2001), Heider et al., Eur. J. Cancer,
314, 2385-2391 (1995), Welt et al,, J. Clin. Oncol., 12, 1193-1203 (1994), Maloney et al.,
Blood, 90, 2188-2195 (1997), and U.S. Patent 5,665,357). Most preferably, the antibody is
the buN901 humanized monoclonal antibody or the huMy9-6 humanized monoclonal
antibody. Other humanized monocionat antibodies are known in the art and can be used in
connection with the inventive composition.

[0015]  In accordance with the invention, the above-described antibody is chemically
coupled to any suitable cytotoxic agent, particularly a cytotoxic agent that induces
cytotoxicity of tumor cells, to form a conjugate as described above. As a result of normal
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pharmacologic clearance mechanisms, an antibody employed in a drug conjugate contacts
and binds to target cells only in limited amounts. Therefore, the cytotoxic agent employed
in the conjugate must be highly cytotoxic such that sufficient cell killing occurs to elicit a
therapeutic effect. Examples of such cytotoxic agents include novel taxanes (see, e.g.,
Intemnational (PCT) Patent Application Nos. WO 01/38318 and PCT/US03/02675), DNA- .
alkylating agents (e.g., CC-1065 analogs), anthracyclines, tubulysin analogs, duocamnycin
analogs, auristatin E, and cytotoxic agents comprising a reactive polyethylene glycol moiety
(see, e.g., Sasse et al., J. Antibiot. (Tokyo), 53, 879-85 (2000), Suzawa et al., Bioorg. Med.
Chem., 8, 2175-84 (2000), Ichimura et al., J. Antibiot. (Tokyo), 44, 1045-53 (1991),
Francisco et al., Blood (2003) (electronic pubtication prior to print publication), U.S. Patents
5,475,092, 6,340,701, 6,372,738, and 6,436,931, U.S. Patent Application Publication No.
2001/0036923 A1, Pending U.S. Patent Application Nos. 10/024,290 and 10/116,053, and
Intemational (PCT) Patent Application No. WO 01/49698). Alternatively and most
preferably, the antibody is chemically coupled to a maytansinoid to form the conjugate of
the inventive composition.

[0016) Maytansinoids were originally isolated from the east African shrub belonging to
the genus Maytenus, but were subsequently also discovered to be metabolites of soil
bacteria, such as Actinosynnema pretiosum (see, e.g., U.S. Patent 3,896,111).
Maytansinoids induce cytotoxicity through mitotic inhibition. Experimental evidence
suggests that maytansinoids inhibit mitosis by inhibiting polymerization of the mictotubule
protein tubulin, thereby preventing formation of microtubules (see, e.g., U.S. Patent
6,441,163 and Remillard et al., Science, 189, 1002-1005 (1975)). Maytansinoids have been
shown to inhibit tumor cell growth #1 vitro using cell culture models, and in vivo using
laboratory animal systems. Moreover, the cytotoxicity of maytansinoids is 1,000-fold
greater than conventional chemotherapeutic agents, such as, for example, methotrexate,
dsunorubicin, and vincristine (see, e.g., U.S, Patent 5,208,020). Maytansinoids are known
in the art to include maytansine, maytansinol, C-3 esters of maytansinol, and other
maytansinol analogues and derivatives (see, ¢.g., U.S. Patents 5,208,020 and 6,441,163). C-
1 esters of maytansinol can be naturally occurring or synthetically derived. Moreover, both
naturally occurring and synthetic C-3 maytansinol esters can be classified as a C-3 ester
with simple carboxylic acids, or a C-3 ester with derivatives of N-methyl-L-alanine, the
latter being more cytotoxic than the former. Synthetic maytansinoid analogues also are
known in the art and described in, for example, Kupchan et al., J. Med. Chem., 21, 31-37
(1978). Methods for generating maytansinol and analogues and derivatives thereof are
described in, for example, U.S. Patent 4,151,042,

[0017]  Suitable maytansinoids for use in the inveative composition can be isolated from
natural sources, synthetically produced, or semi-synthetically produced using methods
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known in the art. Moreover, the maytansinoid can be modified in any suitable manner, so
long as sufficient cytotoxicity is preserved in the ultimate conjugate molecule. In this
regard, maytansinoids lack suitable finctional groups to which antibodies can be linked. A
linking moiety desirably is utilized to link the maytansinoid 1o the antibody to form the
conjugate. The linking moiety contains a chemical bond that allows for the activation of
maytansinoid cytotoxicity at a particular site. Suitable chemical bonds are well known in
the art and include disulfide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile
bonds, thioether bonds formed between sulfhydryl and maleimide groups, and esterase
labile bonds. Most preferably, the linking moiety comprises a disulfide bond or a thioether
bond. In accordance with the invention, the linking moiety preferably comprises a reactive
chemical group. Particularly preferred reactive chemical groups are N-succinimidy] esters
and N-sulfosuccinimidyl esters. In a preferred embodiment, the reactive chemical group
can be covalently bound to the maytansinoid via disuifide bonding between thiol groups.
Thus, 2 maytansinoid modified as described herein preferably comprises a thiol group. One
of ordinary skill in the art will appreciate that a thiol group contains a sulfur atom bonded to
a hydrogen atom and is typically also referred to in the art as a sulfhydryl group, which can
be denoted as “-SH” or “RSH.”

{0018]  Particularly preferred maytansinoids comprising a linking moiety that contains a
reactive chemical group are C-3 esters of maytansinol and its analogs where the linking
moiety contains a disulfide bond and the chemical reactive group comprises a N-
succinimidyi or N-sulfosuccinimidyl estez. Many positions on maytansinoids can serve as
the position to chemically link the linking moiety. For example, the C-3 position having a
hydroxyt group, the C-14 position modified with hydroxymethyi, the C-15 position
modified with hydroxy and the C-20 position having a hydroxy group are all useful. The
linking moiety most preferably is linked to the C-3 position of maytansinol. Most
preferably, the maytansinoid used in connection with the inventive composition is N -
descetyl-N?'-(3-mercapto-1-oxopropyl)-maytansine (DM1) or N¥.deacetyl-N¥ -(4-
mercapto-4-methyl-1-oxopentyl)-maytansine (DM4).

[0019] Linking moieties with other chemical bonds also can be used in the context of
the invention, as can other maytansinoids. Specific exampies of other chemical bonds
include acid labile bonds, thioether bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds and
esterase labile bonds, Methods for producing maytansinoids with linking moieties are
described in, for example, U.S. Patents 5,208,020, 5,416,064, and 6,333,410.

(0020}  The linking moiety of a maytansinoid typically and preferably is part of a larger
linket molecule that is used to join the antibody to the maytansinoid. Any suitable linker
molecule can be used in connection with the invention, so long as the linker molecule
provides for retention of the cytotoxicity and targeting characteristics of the maytansinoid
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and the antibody, respectively. The linker molecule joins the maytansinoid to the antibody
through chemical bonds (as described above), such that the maytansinoid and the antibody
are chemically coupled (e.g., covalently bonded) to each other. Desirably, the linker
molecule chemically couples the maytansinoid to the antibody through disulfide bonds or
thioether bonds. Most preferably, the antibody is chemically coupled to the maytansinoid
via disulfide bonds.

[0021]  Particularly preferred linker molecules include, for example, N-succinimidyl 3-
(2-pyridyldithio)propionate (SPDP) (see, ¢.g., Carlsson et al., Biochem. J,, 173, 723-737
(1978)), N-succinimidyl 4-(2-pyridyldithio)butanoate (SPDB) (see, ¢.g., U.S. Patent
4,563,304), N-succinimidyl 4-(2-pyridyldithio)pentancate (SPP) (see, ¢.g8., CAS Registry
number 341498-08-6), N-succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
(SMCC) (see, e.g., Yoghitake et al., Ew. J. Blochém., 101, 395-399 (1979)), and N-
succinimidyl 4-methyl-4-[2-(S-nitro-pyridyl)-dithio]pentanoate (SMNP) (see, e.g., U.S.
Patent 4,563,304) The most preferred linker molecules for use in the inveative
composition are SPP, SMCC, and SPDB.

[0022)  The inventive composition comprises a therapeutically effective amount of a
conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid. A
“therapeutically effective amount™ means an amount sufficient to show a meaningful benefit
in an individual, ¢.g., promoting at least one aspect of tumor cell cytotoxicity, or treatment,
healing, prevention, or amelioration of other relevant medical condition(s) associated with a
particular cancer. Therapeutically effective amounts may vary depending upon the
biologica] effect desired in the individual, condition to be treated, and/or the specific
characteristics of the conjugate, and the individual. Thus, in accordance with the methods
described herein, the attending physician (or other medical professional responsible for
administering the composition) will typically decide the amount of the composition with
which to treat each individual patient. The concentration of the conjugate in the inventive
composition desirably is about 0,1 mg/mL to about 5 mg/mL (e.g., about 0.5 mg/mL, about
2 mg/mL, or sbout 5 mg/mL). In a preferred embodiment, the concentration of the
conjugate in the inventive composition is about 1 mg/mL or higher {¢.g., about 2 mg/mL or
higher, about 3 mg/mL or higher, or about 4 mg/mL or higher). Most preferably, the
concentration of the conjugate in the inventive composition is about 5 mg/mL. While
compositions comprising at least 1 mg/mL of the conjugate are particularly preferred,
conjugate concentrations of less than 1 mg/mL (e.g., concentrations of about 0.1 mg/mL to
about 0.9 mg/mL) also can be stably maintained in the inventive composition, and thus are
within the scope of the invention. Compositions comprising greater than | mg/mL of the
conjugate molecule are advantageous for clinical and commercial use, in that such

-y

1L



WO 2004/110498 PCT/US2004/015376

concentrations enable single doses of the composition to be prepared in a more convenient
(1.¢., smaller) volume for administration.

[0023]  The inventive composition desirably is formulated to be acceptable for
pharmaceutical use, such as, for example, administration to a human host in need thereof.
To this end, the conjugate molecule preferably is formulated into a composition comprising
a physiologically acceptable carrier (e.g., excipient or diluent). Physiologically acceptable
carriers are well known and are readily available, and include buffering agents, anti-
oxidants, bacteriostats, salts, and solutes that render the formulation isotonic with the bicod
or other bodily fluid of the human patient, and aqueous and non-aqueons sterile suspensions
that can include suspending agents, solubilizers, thickening agents, stabilizers (e.g.,
surfactants), and preservatives, The choice of carrier will be.determined, at least in part, by
the location of the target tissue and/or cells, and the particuler method used to administer the
composition. Examples of suitable carriers and excipients far use in drug conjugate
formulations are disclosed in, for example, Intemnational (PCT) Patent Application Nos. WO
00/02587, WO 02/060955, and WO 02/092127, and Ghetie et al., J. Immunol. Methods,
112, 267-277 (1988). Most preferably, the inventive composition comprises a buffering
agent, a surfactant, a tonicifying amount of sodium chloride, and water.

[0024]  Any suitable pharmaceutically acceptable buffering agent may be used in
coapection with the inventive composition. Examples of particularly preferred buffesing
agents include citrate, acetate, succinats, phosphate, and histidine. The inventive
composition, however, is not limited to these exemplary buffering agents. The buffering
agent may be present in the inventive composition in any suitable concentration, so long as
sufficient stability of the composition is achieved under the desired conditions. In this
regard, the concentration of the buffering agent in the composition preferably is about 2 mM
1o about 50 mM (e.g., about 2-10 mM, about 10-20 mM, about 20-30 mM, about 30-40
mM, or about 40-50 mM). Most preferably, the concentration of the buffering agent in the
composition is about 5-15 mM (e.g., about 10 mM). The buffering agent desirably is
sodium succinate or sodium acctate, but most preferably is sodium citrate. The buffering
agent typically is present in the inventive composition such that the pH is maintained within
a desired range. In this respect, the inventive composition preferably has a pH of about 5-6
(e.g., about 5, 5.5, or 6). It is believed that compositions with a higher pH (e.g., shout pH 6
or higher) are less stable than compositions with a lower pH (i.e., about pH 6 or less). Thus,
the inventive composition most preferably has a pH of about 5.5.

[0025)  In addition to the buffering agent discussed above, the inventive composition
also optionally contains a surfactant. Any suitabie surfactant can be used in conpection with
the invention. Suitable surfactants are well kmown to those skilled in the art. In accordance
with the inventive composition, the surfactant desirably is a polysorbate, and preferably is
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polysorbate 20 or polysorbate 80. Most preferably, the surfectant is polysorbate 20. The
surfactant may be present in the inventive composition in any suitable concentration, so
long as sufficient stability of the composition is achieved under the desired conditions. In
this regard, the concentration of the surfactent in the composition preferably is about
0.002% 1o about 0.1% wt./vol. (e.g., about 0.002-0.01%, about 0.005-0.02%, or about 0.01-
0.1% wt./vol.) of the total volume of the composition. Most preferably, the concentration of
the surfactant in the composition is about 0.005-0.02% wt./vol. (e.g., about 0.01% wt./vol.)
of the total volume of the composition. Although compositions formulated with surfactants
are preferred, compositions formulated without surfactants are aiso within the scope of the
invention.

[0026]  As an additional stabilizing agent, sodium chioride also is added to the inventive
composition. In this regard, the inventive composition comprises a suitable amount,
preferably & tonicifying amount, of sodium chloride (NaCl).i By the phrase a “tonicifying
amount of sodium chloride,” it is meant that the concentration of NaCl in the cormposition is
such that the tonicity of the composition is the same as the tonicity of human blood (i.e.,
isotonic). In this regard, the NaCl can be present in the inventive composition in any
suitable concentration, so long as sufficient tonicity and stability is achieved in the inventive
composition. Desirably, the concentration of sodium chioride in the composition is about
50 mM to about 500 mM (e.g., about 50-100 mM, about 100-150 mM, about 150-250 mM,
about 250-350 mM, or about 350-450 mM). While higher concentrations of sodium
chloride (e.g., about 150 mM or more) may render the inventive composition kypertonic
rather than isotonic, dilution of such compositions with any suitable isotomic solvent such
as, preferably, dextrose 5% in water (“D5W™) or normal saline (“NS”) prior to buman
administration would render such compositions only slightly hypertonic and suitable for use
in the invention. Preferably, the concentration of sodium chloride in the composition is
about 100 mM to about 200 mM (e.g., about 100-140 mM, about 130-170 mM, or about
160-200 mM). Most preferably, the concentration of sodium chloride in the composition is
about 110-150 mM (e.g., about 110mM-130mM, or about 120 mM).

[0027] In aparticularly preferred embodiment of the invention, the composition
comprises (i) about § mg/mL of a conjugate comprising BuN901 chemically coupled to
DM], (ii) about 10 mM sodium citrate buffer, (jii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about
120 mM sodium chioride, and (V) water (preferably water suitable for injection (WFI)),
wherein the pH of the composition is about 5.5. In another preferred embodiment, the
composition comprises (i) about 1 mg/mL or more {e.g., about ¥ mg/mL, about 2 mg/ml., 3
mg/mL, about 5 mg/mlL, or ranges therebetween) of a conjugate comprising hubMy9-6
chemically coupled to DM1, ii) about 10 mM sodium citrate buffer, (iii) optionally about
0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodium chioride, and (v) water, wherein the pH




WO 20047110498 PCT/US2004015376
11

of the composition is about 5.5, In yet enother preferred embodiment, the composition
comprises (i) about 1 mg/mL or more (e.g., about 1 mp/ml., about 2 mg/mL, 3 mg/mlL,
about 5 mg/ml, or ranges therebetween) of & conjngate comprising huMy9-6 chemically
coupled to DM4, (i) about 10 mM sodium citrate buffer, (iii) optionally ebout 0.01%
polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodium chloride, znd (v) water, wherein the pH of the
compoxition is about 5.5. In an additional preférred embodiment, the compogition
camptises () about 1 mg/ml. or more (¢.g., sbout 1 mg/ml, sbout 2 mg/mL, 3 mg/ml.,
about 5 mg/mL., or renges therebetween) of a conjugsts comprising huN901 chemically
coupled to DM1 via an SMCC linker, (ii) about 10 mM sodivm citrate buffer, (jii)
optionally about 0.01% polysarbate 20, (iv) sbout 130 mM sodinm chiorids, and (v) water,
wherein the pH of the composition is about 5.5. .

{0028] Compositions containing stibodies (or proteins in geners]) are rendersd
unstable by oxidation. Thns, in another embodiment of the invention, the composition
further comprises sn antioxidsnt. Any suiteble entioxident can be used in the inventive
composition. Suitable mutioxidants are known in the art zud include, for example,
superoxide dismutese, glutathione peroxidese, tocotrienols, polyphenols, zinc, mangsnese,
selenimm, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, end methiomine. The antioxidant
used in connection with the inventive composition most preferably is methionine. The
wutioXidant can be present in the composition in =y suitable concentration. Desimbly, the
concentration of the antioxidant in the composition iy about 100 pM to about 100 mM (e.g.,
about 0:25-1 mM, sbout 0.5-2 mM, about 5-15 mM, ehout 20-70 mM, or about 60-90 mM).
Most prefersbly, the concentration of the antioxidant in the composition is sbont 5-15 mM
{c.g., about 10 mM).

[0029] In addition to auticxidents, the inventive composition can further be stabilized
by the addition of sucrose. The use of yucraae fo stabilize antibody fixmulatjons is known
to those of kill in the xrt. Any suitsble amott of sucrosc can be used in the inventive
composition, but tha concentration of sucrose in the composition desirably is about 0,1% to
sbout 10% wt./vol. (e.g., sbout 0.1-1%, sbout 2-5%, or sbout 7-10% wt.Avol) of the total
volume of the composition. Moat preferably, the concentration of sucrose in the
composition is about 4-6% wt/vol (e.g., about 5% wi/vol.) of the total volume of the
composition,

J0030]  The invention further provides a packaged compasition comprising a sealed
container having the inventive composition dispersed therein, and an inert gas overlay. The
packaged composition can be overisid with any suitable inert gas, so long as the inventive
compasition is stably maintemed within the packeged composition. The incrt gas prefembly
is nitrogen or argon.  The packaged composition can be presented in wmit-dose or mutti-dose
sealed containers, such as ampules or vials.

G'
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[0031] In addition to the water-containing compasition described herein (also referred
to herein as a “liquid™ or “aqueous™ composition), the invention also provides a lyophilized
composition comprising (7) a therapeutically effective amount of a conjugate compriging an
antibody, chemically conpled to a maytansinoid, (ii) & buffering sgent, (iif) 2 surfactant, (iv)
a aryoprotectant, and (v) a bulking agent, wherein the composition has a pH of sbout 5-6
when reconstituted with water. By “lyophilized” is mesnt that the composition has been
freeze-dried under a vaciurmn.  Lyophilization typically is accomplished by freezing a
particular formulation sech that the sohutes aro scparated from the solvenat(s). The solvent is
then removed by sublimation (i.e., primary drying) sud next by desorption (i.¢., secondary
drying). Descriptions of the conjugate (i.c., the antibody chemically coupled to the
maytansinoid), buffering agent, surfactant, and components thereof, set forth above in
connection with other embodiments of the invention also are applicable to those same
aspects of the aforesaid lyophilized composition i Prior to reconstitution of the Lyophilized
campotition, the relative samounts of each component comprising the imventive Iyophilized
composition can be dascribed in terms of mg of excipient (e.g., buffer, surfactant, bulking
agent, crynprotactant) per mg of conjugate.

[0032] While any suitable buffering agent described herein can bo used in commection
with the inventive lyophilized compogition, the inventive lyophilized cormpasition
preferably comprises a sodium succinate buffer. The buffering agent can be present in the
inventive lyophilized conporition in any sitable amount. In particulsr, the lyaphilized
composition desimbly comprises shont 0.1 mg to sbout 2 mg of the buffering agent per mg
of the conjugate (e.g., about 0.1 mg to about 0.5 mg buffering agent per mg of the
conjugate, about 0.5 mg to sbout 1 mg buffering sgent per mg of the conjugate, or about 1
mg about 2 mg buffering agent per mg of the conjugate). Most preferably, the lyophilized
composition camprises about 0.3 mg sodium succinate buffer per mg of the conjugate.
[0033]  While any suitable gurfactant described herein can be nsed in connection with
the inventive lyophilized composition, the surfactant degirably ia 2 polysorbate, and
prefersbly is polysorbate 20 or polyscsbate 80. Most prefersbly, the surfactant is
polysorbate 20. The surfactant may be present in the inventive lyophilized composition in
any suitablie amount, so long as sufficient stability of the lyophilized composition is
achieved under the desired condijtions. In this regard, the lyophilized composition desirably
compriacs about 0.005 mg to about 0.1 mg of the surfactant per mg of the conjugate (2.5,
about 0.005 mg to about 0.01 mg surfactant per mg of the conjngate, sbout 0.01 mg to about
0.05 mg surfactant per mg of the conjugate, or sbout 0.05 mg to abont 0.1 mg mufactant per
mg of the conjugate). When the surfactant is polysorbate 20, the lyophilized composition
preferably comprises about 0.02 mg polyscrbate 20 per mg of the conjugate.
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[0034] In order to prevent degradation of the active ingredients of the comporition
during freezing and drying, the inventive lyophilized composition firther compriscs &
aryoprotectant, prefarably an amorphous cryoprotectant. The term “cryoprotectant,” as used
bercin, refers to an excipiext that protects unstable molecules during freezing. Suitsble
aryoprotectants for use in the inventive composition are known to those skilled in the art,
and includs, for example, glycerol, dimethyl sulfoxide (DMSO), polyethylene glycol (PEG),
dextran, glucose, trehalose, and sucrose. Most prefershly, the cryoprotectant is sucrose.
The cryoprotectant may be present in the inventive lyophilized composition in smy suitsble
amount. The lyophilized composition desirably comprises about 0.5 mg to about § mg
(c.8., about 0.5 mg to about 2 mg) of the cryoprotectant per mg of the conjugate (e.g., sbout
0.8 mg cryoprotectant per mg of the conjugate, sbout 2 mg cryoprotectant per mg of the
conjugete, or abont 4 mg cryoprotectant per mg bf the conjugate). When the cryoprotectant
i» sucrose, the lyophilized composition preferably comprises sbout 0.5 mg to about 2 mg
(e.g, sbout 1 mg) sucrose per mg of the conjugate.

[0035] vamuwlyophﬂmedmmpmmmﬁnﬂ:ﬂmumnbulhnglm
preferubly a crystallizable bulking agent. Bulking sgents typically are used in the art to
provide structure end weight to the “cake” produced as a result of lyophilization. Any
suiteble bulking agent known in the art may be used in connection with the inrventive
Jyophilized composition. Suitable bulking agents incinde, for example, mannitol, dextran,
and glycine. The bulking agent used in the inventive composition most preferably is
glycine. The lyophilized composition can contsin any suitahle amount of the bulking agent,
but preferably the Iyophilized composition comprises sbout 2 mg to shout 20 mg of the
bulking agent per mg of the conjugate (e.§., sbout 2 mg to about 10 mg bulking agent per
mg of the conjugate, sbout 5 mg to about 10 mg bulking agent per mg of the conjugnte,
sbout 10 mg to about 15 mg bulking agent per mg of the conjugste, or about 15 mg to about
20 mg bulking agent per mg of the conjugate). When the bulking agent is glycine, the
lyophilized composition preferably comprises about 3.8 mg glycine per mg of the
canjugate.

[0036] Thus, in accordance with the invention, the contents of a lyophilized
composition that is to be reconstituted to contain 5 mg/ml. of conjugate (c.g., preferably a
conjugate comprising huN901 chemically coupled to DM(1) preferably comprises (f) about
0.3 mg sodium snccinate buffer per mg of the conjugate, (i) sbout 0.02 mg polysorbate 20
per mg of the conjugate, (jii) about 1 mg sucrose per mg of the conjugete, and (iv) about 3.3
mg glycine per mg of the conjugate. Once reconstituled with water, such a lyophilized
composition preferably has a pH of about 5.5. Moreover, when the lyophilized compasition
is reconstituted with water, the descriptions of the relative concentrations of the conjugate,
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the buffering agent, and the surfactent set forth above in cormection with the inventive
liquid composition also are applicabie to the aforessid lyophilized composition.

[0037)  Lyophilization methods are well known in the art and are described in, for
example, Wang, W., Int. J. Pharm., 203, 1-60 (2000). For example, the inventive
lyophilized composition can be produced using a lyophilization cycle comprising the
following steps: (1) pre-cooling at & shelf temperature of 4 °C snd ambient chamber
pressure for 2.5 hours, (2) freexing at a shelf tempersture of -30 °C snd ambient chamber
pressure for 14 howurs, (3) glycine recrystallization st a shelf temperature of -20 °C and
embient chamber pressure for 6 hours, (4) re-freezing at a shelf temperaturs of -50 °C and
ambient chamber pressure for 16 hours, (5) primary drying at a shelf temperature of -13 °C
and 100 mTarr of pressure for 24 hours, (5) secondsry drying st a ahelf temperature of 24
'CmleOmTouofp:umeﬁrlohmn&U)mpp_ﬂ'phuuuhdﬁmqunof
24 °C and ambient chamber pressure. The invéntive lyophilized composition, howevey, is
not limited to compositions produced by the above-described method. Indeed, any suitable
lyophilization method can be used to produce the inventive lyophilized composition, and it
will be spparent to those siilled in the art that the chosen lyophilization parameters (e 8.,
drying times) will vary depending on a variety of factors, including the volume of the
solution to be lyophilized.

[0038] In addition to the preferred cmbodiments described herein, the inventive
composition (whether in liquid or lyophilized form) can comprise additional therspeutic or
biolosi'nllyuﬁv:lgmtu. For example, therapeutic factors useful in the treatment of a
particular indication (e.g., cancer) can be present, Factors that control inflammation, such
as ibuprofen or steroids, can be part of the composition to rednce swelling and inflammation
associated with in vivo administration of the composition and physiological distress.
Immune enhancers can be included in the composition to up regulate the body's natursl
defenses against discase. Vitamins snd minerals, sntioxidants, and micronutrients can be
co-administered with the composzition. Antibiotics, i.c., microbicides and fungicides, can be
present to reduce the risk of infection pestaining to the procedures associated with
administration of the composition end other disarders.

j0039]  The invention further provides a method for killing a ceil n a uman comprising
administering to the human a composition comprixing (i) 2 therpeutically effective amount
of a conjugate comprising an antibody chemically coupled to n maytsmsinoid, (ii) a
buffering ageat, (iii) a surfactant, (iv) s tonicifying smount of sodium chloride, and (v)
water, wherein the composition has a pH of about 5-6, such that the antibody binds to the
surface of the cell and the cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell i
killed. Degcriptions of the conjugnte (i.e., the antibody chemically coupled to the
maytansinoid), excipients (e.g, buffering agent, surfactant, sodium chloride, ete.), and
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mmmlhmﬂldforﬂllbowinmmﬂm&nmhdmuoﬂhimmﬁm
also are applicabls to those same aspects of the afaressid inventive method.

[0040) mmmuwmdhndmwlmldmmﬁemvmvewmpoamonmn
human, Ideally, the inventive method is used to target and kill cells affected by a disease,
particularly a dissase asgocisted with elevated levels of cellular proliferation, such as
cancer. Thus, in this regard, the inventive method preferably is used to kill tumor cells ina
bhuman, thereby resulting in the prevention, smeliortion, and/or cure of the cancer.

[0041]  Whiles eny suitable menns of administering the composition to a lamman can be
used within the context of the invention, typically and prefershly the inventive composition
is administered to a human via injection, and most preferably via infusion. By the term
“injection,” it is meant that the compogition is forcefully introduced into a target tissus of
the human, By the tenm “infusion,” it is mesnt that the composition is introduced into a
tissue, typically end prefersbly a vein, of the hitmsn, The composition can be administered
to the human by any suitable route, but preferably is administered to the human
intravenoualy or intraperitoneaily. When the inveative method is employed to kill tumor
cells, however, intratumoral administration of the inventtive composition is particularly
preferred. 'When the inventive composition is administered by injecting, any suitable
injection device can be used to administer the compogition directly to a tumor. For
example, the conmnon medics] syringe can be used to directly inject the composition into &
subcutaneous tumor. Altermatively, the composition can be topically applied to the tumor
by bathing the hmor in the inventive liquid composition. Likewise, the tumor can be
perfused with the inventive composition over & period of time uging sny suitable delivery
device, .5, a catheter.  'While less prefiared, other routesof administration can be used to
deliver the coruposition to the hurnan. Indeed, although more than one route can be used 1o
administer the inventive composition, a particular route can provide 8 more immediate and
more effective reaction than another route. For example, while not particularly preferred,
the inventive composition can be applied or instilled into body cavities, absorbed through
the skin, inhaled, or administered parenterally via, for instence, intramuscular or intrasrterisl
administration. Preferably, the inventive composition parenterally administered to a human
in specifically targeted to particular cells, e.g., cancer eglls.

[0042]  As described herein, the conjugate comprises an sntibody, which is preferably a
Inmenized monoclonal antthody, such s baN901, heMy9-6, hnB4, or knC242. Other
suitable sntibodies include, for example, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, and
rituximab. When compositions comprising such conjugates are employed in the inventive
method, the antibody targets the conjugats to a desired coll (e.g., & tumor cell) through
interactions with sntigens (e.g., tumor-specific antigens) expressed at the surface of the cell
(e.g., tumor cell). Tumor-specific antigens have been extensively described in the prior art
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for a variety of tumors, including, for example, epithelial cancers {¢.g., MUCI1), and breast
and ovarian cancer (e.g., HER2/ncu), (see, e.g., Barines, Tidsskr, Nor, Laegeforen., 121,
2941-5 (2001), and von MensdorfF-Pouilly et al, Int. J. Biol. Markers, 15, 343-356 (2000)).
[0043] In apreferred embodiment of the invention, the antibody (c.g., hbuMy9-6) binds
to the CD33 sntigen, which is expressed, for example, by acute myeloid leukemis cells, In
. another preferred embodiment, the antibody (e.g., huB4) binds to the CD19 antigen, which
in expresssd, for example, by humen B-call lymphoma cells.  Alternatively, the antibody
(e.g., huCC242) binds to the CanAg antigen, which is ezpressed by a number of cancer cell
types, including, for example, colorectal, pancreatic, gastric, and other gastrointestinal
cancers, and the majority of non-small-cell lung cancers. Most preferably, the sntibody
(e-§., huN901) binds to the NCAM/CDS6 antigen, which is expressed, for exampls, by
small coll lung carcinoma (SCLC) cells, and by other cancers of neuroendocrins origin.
Other preferred antigens to which the antibody can bind include the GD; antigen, PSMA,
the alpha-folate receptor, Her2/nen, CD44v6, the fetoacinar pancreatic (FAF) antigen, the
Cripto-1 antigen, the CAS antigen, CD20, CA 55.1, MN/CA IX, mnd chondroitin sulfate
proteoglycan (see, e.g., Chung et al., Cancer Rey,, 59, 3192-98 (1999), Miotti et al,, Int J
Cancer, 39, 297-303, (1987), Colomer et al., npra, Heider ot al., nupra, Welt et al., nipra,
LePage et al, American Assm. For Cancer Rexearch (AACR), 2003 Anuual Meeting, Poster
Abstact No. 749, Kearse et al, Int. J. Cancer, 88, 866-T2 (2000}, Malcney et al., supra,
Opaveky et al., Genomics, 33, 480-87 (1996), Behm et al., Blood, 87, 1134-39 (1996), and .
U.S. Patent 5,665,357). Upon binding of the conjugste to a target (i.e., tumor) cell via any
of the tumar specific antigens or receptors described herein, the cytotoxicity of the
maytansingid is activated. Examples of mechaniams by which maytancinoid cytotoxicity
cm be activated include release of the free maytansinoid ingide the cell via cleavage of the
disulfide linknge between the antibody aud the maytansinoid, antibody degredation within
the cell, and activation of maytsnsinoid cytotoxicity «f the cell surface. The inventive
method, however, is not lirited to these exemplary modes of maytansinoid activation.
Indeed, any mechenism that activates the cytotoxicity of the maytsnsinoid is within the
scope of the inventive method.

[0044]  For the purposes of human sdministration, the inventive liquid composition
described herein may be adminigtered (.g., infused) directly to a human, or diluted with a
suitable diluent immediately prior to adntinistration. Suitable dilusnts are known in the art
snd include DSW and noymal saline (NS). Dilutions of 1:1, 1:2, 1:3, or more {a.g., 1:5,
1:10, or even 1:50) with suitable diluents are possible. Dilution of the inventive
composition desirably does not reduce the concentration of the conjugate molecule in the
composition below abaut 0.1 mg/ml. Upon diluting the inventive liquid camposition, the
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previously described concentrations of esch of the components (e.g., buffering agent,
surfactant, snd sodium chloride) of the composition are correspondingly reduced.

[0045]  When the inventive lyophilized composition described herein is administered to
s buman, the composition must be first reconstituted by adding a sterile liquid excipient, for
example, water suitable for injection, DSW, or NS, immediately prior to use. Thua, the
invention further provides a method for killing a cell in 2 humen comprising (a) providing
the lyophilized composition a3 described herein, (b) adding water to the lyophilized
composition to provide s recanstituted composition, and (¢) administering the reconatituted
composition to the lnman such that the antibody binds to the surface of the cell and the
maytansinoid is internalized by the cell, whereby the cell is killed. Descriptions of the
thereof, sat forth ahove in connsction with othdr embodiments of the invention also are
epplicable to those same aspects of the aforesaid inventive method Moreover, as discussed
herein, after the inventive lyophilized composition is reconstituted with wates, the
descriptions of the relative concentrations of the conjugate and excipients (c.g., buffering
agent, surfactant, cryoprotectant, and bulking agent) described sbove in connection with the
inventive liquid composition also are applicable to thoso same aspects of the aforesaid
inventive method.

[0046]  As discussed herein, the inventive method, whether employing a liquid
composition or a lyophilized composition, preferably is used in connection with treating
cancer. The inventive methad can be used to treat cancer of any type, including, for
example, cancer of the lung, breast, colon, prostate, kidney, pancreas, ovary, blood, and
lymphatic organs, While less preferred, the inventive composition may be used to treat
other diseazes associated with cellular proliferation including sutoimmume discases (e.g.,
-ayltunic lupus, rheumatoid arthritig, and multiple sclerosis), graft rejections (c.g., renal
transplant rejection, liver transplant rejection, hung transplant rejection, cardiac transplant
(c-g., CMYV infection, HIV infection, AIDS, etc,), and parasitic infections (e.g., giandiasis,
amochiasis, schistosomiasis), snd others.

[0047]  The following examples firther illugtrate the invention but, of course, should not
be construed as in any way limiting its scope.

EXAMPLE 1
[0048]  This example demonstrates the production of & composition comprising 2
canjugnte comprising an smtibody chemically coupled to a maytansinoid, buffering agent,
surfactant, tonicifying amount of sodium chlaride, snd water.
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_ [0049]  The generation of u conjugate comprising the uNS01 monoclonal antibody
chemically coupled to the maytansinoid DM via disutfida bonds (“huN901:DM1™) has
been previously described (sce, ¢.8., U.S. Patent 6,441,163). Formulations containing either
1 mg/mL or 5 mg/mL of the huN901:DM1 conjugste in the presence of each of the above-
described excipients individually were prepared. The stability of each of the formmlations

. 'was assessed using the following assays: visual inspection to detect particulates, &

chromatographic method 10 méasure fres drug-related species, and HPLC size excluzion

chromatographty (SEC-HPLC) to detect high and low molecular weight conjugate-related
species, With respect to visual ingpection, the presence of particulates are indicative of

instability and, therefore, are considered undesirable, whils a clear solution is indicative of a

stable formulstion. The chromatographic assay wes used to measure the smount of free

drug st 4 °C and 25 *C. The resulix of cach df these assays suggested that a formulation
containing about 5 mg/ml. huN901:DM1 codjugats, sbout 10 mM sodium citrate, shout

0.01% polysorbate and sodium chloride at pH 5.5 (i.e., the inventive liquid composition)

would have superior stability.

f0050] To confirm the stability of tha above-described formulation with respect to dimer

formation, which also is an indicator of instability, the mN901:DM1 conjugate was

cancentrated and formulsted in either phosphate buffered saline (PBS), pH 6.5

(Formulations 1A-1C), or 10 mM sodium citrate, 0.01% polysorbata 20, 60 mM NaCl, pH

5.5 (Formulation 1D). Afier § months at 4 °C or 25 °C the samples were assayed by SEC-

HPLC. The resulis of this analysis are set forth in Table 1.

Table 1 .
% Conjugate
Coujugate
Formulation | Concentration Bmg Surfactant | NaCl th.?::‘
(mg/mL) 4°C | 25°C
1A PBS, pH
R tive) 50 65 None None 55 93
1B PBS, pH
( ive) 8 6.5 None Nane | 5.5 84
1C PBS, pH
(co tive) 12 6.5 None None | 49 6.0
1D Sadium 0.01% M 50
(Gaventin) 5.0 l:m'nslg pH poly;%rblte 60 5.1 .

{0051]  These regults demonpstrate that compositions of the invention (as represented by
Formulation 1D) protected agrinst formation of conjugete dimey. Thus, the combined
resulis of the visual inspection assay, the chromatographic sssay, and the SEC-HPLC asaay
indicats that the inventive composition was the most stabls of the tested formulations.

2t &
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EXAMPLE 2 )
[0052]  This exsmple demonstrates the production of a composition comprising 8
conjugate camprising an antibody chemically coupled to a maytanginoid, buffering agent,
surfactant or sucTose, tonicifying amount of sodium chlorids, md water
[0053] A conjugate comprising the luN901 monoclonal antibody chemicaliy coupled to
the maytansinoid DM via an N-succinimidyl 4-(2-pyridyldithio)pentanoate (SPP) Linker
(‘huN901-SPP-DM1%) was prepared using methods described herein snd known in the art
(sce, 0.5, U.S. Patent 6,441,163). The huN901-SPP-DM1 conjugate was formulated in
cither (g) PBS, pH 6.5 (Farmulations 2A and 2B) or (b) 10 mM sodium citrate, 0.01%
polysorbate 20, 135 mM NaCt, pH 55 (Formmiation 2C) at varying concentrations.
Ssmples of each of the fornmlstions were incubated st 4 *C and 25 *C for 6 months, after
which ths formmiations were tested for the'presence of free drug and conjugate dimess by
chromatographic assays. The resutts of theke analynes are set forth in Table 2.



Table 2
% Dim % Free D
Fo Conjugate Buffering ul e
rmulation | Concentration Agent Surfactant [, 6 months Time 6 months
(mg/mL) Zero | 4%c | 2s°c | Zero | 4°C | 25°C
2A PBS, pH
tive 10 6 None 48 58 61 11 16 46
2B PBS, pH
Com ve 50 65 None 52 85 101 11 16 49
Sodivm
2C 001%
(Tavention) 50 ennstes,p!-l polysorbate 44 55 64 04 12 29

4
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[0054] In addition to the results recited in Tabls 2, the formulations were visually
inspected for particulates. The inventive formulation (Formmulation 2C) was visually clear
after 6 months® storage at 4 *C , while particulates and sediments were observed in the
comparative formulations (as represented by formulations 2A and 2B).

[0055] These results demonstrate the enhanced stability of compositions of the
invention.

EXAMPLE 3
[0056] This exsmpls demanstrates the production of s composition comprising &
conjugate comprising an antibody chgmically coupled to a maytsnsinoid, buffering agent,
surfactan, tonicifying amount of sodium chloride, an entioxidant, snd water.
{0057} A conjugate comprising the luN901 monoclonal antibody chemically coupled to
the maytensinoid DM via an N-succinimidy] 4-(N-maleimidomethyD)cyclohexane-1-
caxboxylate (SMCC) linker ("huN901-SMCC-DM1™) waa prepared using' methods
described herein and Imown in the art (see, e.g., U.S. Patent 6,441,163). 1 mg/mL huN9Q1-
SMCC-DM1 conjugate was formuisted in either (a) phosphate buffared saline (PBS), pH
6.5 (Formulation 3A), (b) 10 mM sodinm citrate, 0.01% polysorbate 20, 130 mM NaCl, pH
5.5 (Formnlstion 3B), or (c) 10 mM sodium citrate, 0.01% polysorbate 20, 130 mM NaCl,
10 mM methionine, pH 5.5 (Formulation 3C). After a 3.5-month incubation at 25 °C and 37
*C, samples of each of the formulations were tested. for the presence of conjugate dimers by
a chromatogrephic assay. The results of thia apalysis are set forth in Table 3.

Table 3
% Dimer
Formmistion | BuMering | oo roctant | Andoxidant
Agent u o Time 3.5-months
Zero | 25°C [37°C
A PBS, pH
(comparative) 6.5 None None 40 58 112
3B Sodium 0.01%
(ivention) dmstr.,spl-l poly::bm None 40 47 | 63
SodLi'nm 0.01%
o 3C y | it 1 | polysrbate 10mM 40 44 | as

{0058]  These resulta demonstrate that compositions of the invention (as represented by
Formulations 3B and 3C) provide enhanced stability.
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Table 4
% Free Drug % HMW Specles
3 months 3 months
Formulation B"Aﬂ:::" (Nn:ﬁl) Surfactant | Stabilizer | Time - Time m
Zero | goc | 25°C | Zero | goC | 28°C
{m“!w] B3PI | None | Nome None 02 | 13 | 32 |os | 14 | 20
4B smu:;.H 135 | N o1 | 10| 18 [oa]| 07 | 14
citrate, one one
(imvention) 55
Sodim 001%
(invention) | OtEtSBH | 135 polysorbate |  Nomo 01 10 18 | os | o8 18
55 20
4D smnu 60 N 5% 01 11 19 | 04 | o5 08
citrate, p' lone sucross
(1nvention) 55

B6FOLE/Y00T O
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[0061] In eddition, samples of Formulations 4A and 4B were incubated at 4° C and 25°
C for three manthe, and then tested for conjugate dimer formation as discussed sbove. The
results of this analysis are set forth in Table 5.

Table 5
. % Dimer
F -
ormulation | Buffering Agent Time Zero 3 monthy
49C 25°C
4A i
. PBS, pH 6.5 6.3 10.8 12.3
{comparative) |. pH
4B I Sodium citrate,
- 5.7 .0 L]
(invention) |! pHS.5 7 71

[0062] Theso results demonstrate that compasitions of the invention (as represented by
Formulations 4B, 4C, and 4D) provide enhanced stability, and that sucrose adds additional
stabilizing benefits.

EXAMPLE 5
{0063]  This example demonstrates the production of 2 compasition comprixing a
conjugate comprising the monoclonal antibody lnMy9-6 chemically coupled to the
maytansinoid DM4, buffering agent, tonicifying amount of sodivm chloride, and water, with
or without s surfiactant.
[0064) A conjugate comprising the huMy9-6 monoclonal aatibody chemically eoupled
to the maytansinoid DM4 via an N-succinimidy] 4(2-pyridyldithio)butanoate (SPDB)
linker (“huMy9-6-SPDB-DM4"™) was prepared using methods described herein and known
in the art (see, c.g., U.S. Patent 6,441,163). 1 mg/ml. of the huMy9-6-SPDB-DM4
conjugate was formulated in cither (a) phosphate buffered salino (FBS), pH 6.5, (b) 10 mM
sodium citrate, 135 mM NeCl, pH 5.5, or {c) 10 mM sodium citrate, 0.01% polysorbate 20,
135 mM NaCl, pH 5.5. To confimm the stability of the shove-described formulations,
samples of each of the formulstions were tested for the presence of particles using e HIAC
particle counter after a six-month incubation at -80 °C. Samples of each of the formulations
also were tested for the presence of free drug species sz described sbove after a six-month
incubation at 4 *C or 25 °C. The results of these analyses are set forth in Table 6.

Ya
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Table 6

>Sum % Free Drug after

Particles § months
Buffering NaCl ——
Agent Surfactant oM after 6

months at 4*C 5°C
-80 °C

( tive) _I'BS.pHG.S Noae None 21218 1.6 50
sB Sodmm

(invention) tmns. pH None 135 8778 12 25
3.
5c Sodium 0.01%
(inveation) citr% pH |polysorbate | 135 . 16 Ll 28
! 20

[0065] Mm:!hdmm&ethﬂtbemaiﬁmsofﬂminmﬁon(umuémd
by Formulstions 5B snd 5C) protected against the formation of frez drug species and '
puﬁcﬂnu.ndlhnﬂ:epmofpol_ylotbluaddedaddiﬁonﬂmhiﬁtypmuﬁm

HXAMPLE 6
(0066] This example demonstrates the production of a lyophilized composition
compriaing a conjugate comprising the monoclonal antibody huN901 chemically coupled to
the maytansincid DM1. '
[0067] The generation of a conjugate comprising the huN901 homan monoclonal
antibody chemically coupled to the maytansinaid DM via disulfide bonds
(uN901:DM1") has been previously described (ses, e.g., U.S. Patent 6,441,163). Four
formulations, designated Formulations 6A-6D, were prepared. Each formulation contained
{s) 1 mg/mL hulN901-DM1, (b) either 10 mM sodium citrate or 10 mM sodium succinate,
(c) 0.5 % wt./vol. sucrose, (d) 250 mM glycine, and (e) water, with ar without 0.01%
wt/vol. polysorbate 20, at & pH of 5.5, a8 set forth in Table 7.

Table 7

[ Fornmiation | Buffering Agent | Sarfactant | Cryoprotectant | Bulidng Agent

J‘L“E%‘ﬁ“) sodium citrate none SuUGTORE glycine

_(%@'ve) sodium citrate | polysorbate 20 sucroae glycine
: ar ive) | Sodinm succinate nons sucrose glycine
BL

(imvention) sodium succinate | polysorbate 20 sucrose glycine
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[0068) 1 mL semples of cach of the Formulations 6A-6D were lyophilized in 1 mL vials
scconding to the lyophilization scheme recited in Table 8,

Table 8
Skelf T [ Chamber Pressure Step Duration

Lyophilinton step L'f)""" - _(n_'rer_rJ___“'@fn;_v)__

~Froeze 30 Ambisat_ 14
_m:% 20 Ambient 6

Re- -50 Ambient . 16
T 5
| 00 T
——Stoppey Ambient -

|
[0069]  After lyophilization, semples of esch of Formulations 6A-6D displayed solid,
uniform white cakes, and samples of all formnlations resuspended rapidly (Le., less than 20
seconds for complete dissolution) when reconstituted in distilled watar. The reconstituted
samplea were analyzed for visual appearance and high molecular weight species by HPLC
size exclusion chromatography (SEC-HPLC). The presence of particulstes snd/or a bigh
molecular weight species are indicative of instability and, therefore, are considered
wndesirable, while a clear solution is indicative of a stable formmistion. The results of this
amalysis are set forth in Table 9.

Table9 . .
Formulation Post-reconstitution
rmu High Molecular Weight
Appeanunce (%)

(comparative) Opelescent, particles 03
| (compentive) Particles 0
| r—[m:'ﬁw) Clesr, no particulates 039
i) -

[0070]  Based on these results, the lyophilized composition of the inventicn (i.c.,
Formulation 6D) was the only composition that effectively prevented the formation of
psrticulates and high molecular weight species upon lyophilization. The inventive
Iyophilized composition was the mast stable of the tested formulations.
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EXAMPLE 7
[0071]  This example demonstrates the stability of a lyophilized composition conmrising
a conjugate comprising the monoclonal antibody huN901 chemically coupled to the
maytansinoid DM]1.
[0072] A conjugate comprising the liN901 monoclonal antibody chemically coupled to
the maytansinoid DM via an N-succinimidy] 4-(2-pyridyldithio)pentancats (SPP) linker
(‘huNS01-SPP-DM1"") was prepared as described berein. 5 mg/ml. of the luN901 -SPP-
DM conjugate was formulated in cither (2) PBS, pH 6.5 and stored as a liquid or (b) 10
mM sodium succinate, 0.5% sucrose, 0.01% polysorbate 20, 250 mM glycine, pH 5.5, and
lyophilized ay described in Example 6. Samples were incubated at 4 °C and 25 °C for 6
montha, after which they were tested for the presence of particles, conjugats dimers, and
free drug sphcies a3 described herein. The results of these analyses are set forth in Tuble 10.



S6FOT1/¥00T OM

Table 10
Appearance Particles %-Dimer % Free Drug
Formulation Timed 6 month CSHm) | oo 6 months Time | 6 months
«C 25°C asc_| L™ ¢ Tasc | 2™ [oc | a5
TA .
M particulates
liquid e clear and sediments clear 1122 52 8.5 10.1 1.1 1.6 49
‘White solid White solid White solid
3 caks; 20-s6c | cake; 19-gec cake; 15-sec
oo reconstitution | reconstiution | reconstitution
lyuphll!::t)l time, clear time, clear time, clear 24 38 4.1 4.6 0.6 0.6 09
(Inventi solution, no solution, no solution, no
_perticulate | _parti | perticulats

9LESLANOOTSN/LDd
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[0073]  These results demonstrate the sinbility of the inventive lyophilized composition,
‘an evidenced by the reduction in particles, conjugnte dimer, and free drug as compared to
the liquid compositions formulsted in FBS.

[0074]  All references, including publications, patent applicstions, and patenta, cited
herein are hereby incorporated by reference to the same extent as if cach reference were
individually and specifically indicated to be incorporated by reference and were set forth in
its entirety herein.

[0075] The usc of the texms “v” and “mn™ snd “the” and similar referents in the context
of describing the invention (cspecially in the context of the following claims) are to be
conirued to cover both the singular snd the plural, unless otherwise indicated herein or
cleatly contradicted by context. ‘The terms “comprizing.” “having,” “including,” and
“contzining” are to be construed as open-ended terms (i.c., meaning “including, but not
limited to,") unless otherwise noted. Recitation of rmges of values herein are merely
intended to serve as a shorthand method of referring individually to each separate value
falling within the range, unless otherwise indicated herein, and each separute valus is
incorporated into the specification as if it were individually recited herein. All methods
described herein can be performed in sny suitable order uniess otherwise indicated herein or
otherwise clearly contradicted by context. The use of any snd all examples, or exemplary
language (e.g., “such as™) provided herein, is intended merely to better illuminate the
invention and does not pose a limitstion on the scope of the invention unless otherwise

- claimed. Nolmpngeinihespeciﬁetﬁmshouldhemﬁuduihdiuﬁngmynm—
claimed element as essential to the practice of the imvention.

[0076]  Preferred embodiments of this invention are described herein, inclnding the best
mode known to the inventors for carrying out the invention. Variations of those preferred
embodiments may become apparent to those of ordinary ekill in the art upon reading the
foregoing description. The inventors expect ekilled arfisans to employ such variations as
sppropriate, and the inventors intend for the invention to be practiced otherwise than as
specifically described herein. Accordingly, this invention includes all modifications and
equivalants of the subject matter recited in the claims sppended hereto as permitted by
applicable law. Moreover, any combination of the above-described elements in all pogsible
variations thereof is encompassed by the invention unless otherwise indicated herein or
otherwise clearly contradicted by context.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1 A composition compriging (i) 2 therapeutically effective stoynt of &
conjugate comprising an antibody chemically coupled to » maytsnsinoid, (ii) a buffering
agent, (1ii) a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chlcride, and (v) water, wherein
the composition has a pH of about 5-6.

2. The commponition of clxim 1, wherein the concentration of the conjugate in
the composition is about 0.1 mg/mL to sbout 5§ mg/ml..

3. Thempnnilionofchim!.wl;neinthomhﬁonofﬂuemiumin

thi:cumpnliﬁoniubou!lmdml.orme.
!

. 4, The composition of claim 2, wherein the concentration of the conjjugate in
the composition ia about S mg/mlL. )

5. The composition of any of claima 1-4, wherein the buffering agent is selected
from the group consisting of a citrate buffer, m acetate buffer, s mccinate buffer, a
phosphate buffer, and a histidine buffer.

6. The composition of claim 5, wherein the concentration of the buffering agent
in the composition is about 2 mM to sbout 50 mM.

7. The compasition of claim 6, wherein the composition comprises a sodium
citrate buffer at a concentration of abont 10 mM and the pH of the composition is about 5.5.

8. The composition of any of ciaims 1-7, wherein the surfactamt is polysorbate
20 or polysorbate 80.

9, The composition of claim &, wherein the concentration of the surfactant in
the composition is about 0.002% to sbout 0.1% of the total vohune of the composition.

10.  The composition of claim 9, wherein the surfactant is polysorbate 20,

11,  The composition of claim 10, wherein the concentration of polysorbate 20 in
the composition is about 0.01% of the total volume of the composition.
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12  The composition of any of claims 1-11, whexein the concentration of sodjum
chioride in the composition is shout 50 mM to sbout 500 mM.

13.  The composition of claim 12, wherein the concentration of sodium chloride
in the composition is about 100 mM to about 200 mM.

14.  The composition of clxim 13, wherein the concentration of sodium chlaride
in the compasition is about 120 mM.

15. The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about §
pgmeohmmmampnmgh:NDOlchmﬂﬂyeoupledbDMI (ii) about 10 mM b
dodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysarbate 20, (iv) about 120 mM sodium chloride, !
and (v) water, wherein the pH of the compogition is shout 5.5.

16.  The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) sbout 1
mg/mL or mare of a conjugnte comprising huMy9-6 chemically coupled to DM1, (if) about
10 mM sodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodivm
chloride, and (v) water, wherein the pH of the composition is sbout 5.5.

17.  The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 1
mg/mL or more of a conjugate comprising huMy9-6 chemically coupled to DM4, (i) about
10 mM sodium citrate buffer, (jii) about 0.01% polysorbate 20, (i) about 135 mM sodium
chioride, and (v) water, wherein the pH of the compoaition is sbout 5.5.

18. The composition of any of claims 1-17, wherein the composition further
comprises an antioxidant.

19. The composition of claim 18, wherein the concentration of the entioxidant in
the composition is about 100 pM to about 100 mM.

20. The composition of claim 19, whercin the anticxidant is selected from the
group consisting of superoxide dismmtase, glatathions peroxidase, tocotrienols,
polyphenols, zinc, manganese, selenium, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, and

hion
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21.  The composition of claim 20, whezein the antioxidant is methionine.

22.  The composition of claim 21, wherein the concentration of methionine in the
composition is about 10 mM.

23.  The composition of any of clxima 1-22, wherein the composition comprises
fucrosc. ’

24.  The composition of claim 23, wherein the concentration of sucroge in the
composition is about 0.1% to ebout 10% of the total volume of the composition.

25.  The composition of clsim 24, wherein the concentration of sucrose in the |
compogition is about 5% of the total volume of the composition. i

26, A packaged composition comprising s sealed container and dispersed therein
the composition of amy of claims 1-26 and an inext gus overiay.

27.  The packaged composition of claim 26, wherein the inert gas is nitrogen or
argon.

28. A method for lilling a cell in a buman comprising admimistering to the
human a composition comprising (i) a therapeutically effective smount of a conjugate
comprising an antibody chemicaily coupled to a muytanginoid, (ii) a buffering agent, (jii) a
surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride, and (v) water, wherem the
composition has a pH of about 5-6, such that the antthody binda to the surface of the cell
and the cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

29. The method of claim 28, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 0.1 mg/mL to about 5 mg/mlL.

30. The method of claim 29, wherein the cancentration of the conjugate i the
caomposition is about 1 mg/mL. or more.

31.  The method of claim 29, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 5 mg/mlL.
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32. The method of any of claims 28-31, wherein the surfactant is polysorbate 20
of palysorbate 80,

33.. The method of claim 29, wherein the surfactent is palysorbate 20.

34.  The method of any of claims 28-33, wherein the composition further
compriges an antioxidant.

35.  The method of claim 34, wherein the antioxidant is selected from the group
consisting of superoxide disnmtase, glutathions peroxidase, tocotrienols, polyphenols, zinc,
mengsnese, gelenium, vitemin C, vitamin E, beta carotens, cysteine, and methionine. |

:

36. The method of claim 35, wherein the antioxidant is methionine. 1

37.  The method of any of claima 28-36, wherein the composition comprises
SucTORe. '

38.  Alyophilized composition comprising (i) a therupeutically effective amount
of a canjugate comprising an antibody chemically coupled to & maytansinoid, (i) a
buoffering agent, (iii) a surfactant, (iv) & cryoprotectant, and (v) a bulking agent, wherein the
mpoliﬁmhnlpﬂoflbouts-éwh:nr_egmlﬁhmdwilhm.

39.  The composition of eny of claims 1-14 or claim 38, wharein the antibody is a
monoclona] antibody.

40.  The composition of claim 39, wherein the antibody is a humanized
monoclonal antibody.

41. The composition of claim 39, wherein the sntibody is selected fram the
group consisting of buNS01, huMy$-6, huB4, lnC242, trastuzumab, bivatuzomab,
sibrotuzumab, and rituximsb. . .

42.  The composition of eny of cleima 1-14 or claims 38-41, wherein the
maytansingid comprises a thiol group.

43,  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DM1.
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44.  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DMA4.

45. The compositian of any of claima 1-14 ar 38-44, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytansinoid via chemical bonds selected from the gronp
consisting of disulfide bonds, acid Isbile bonds, photoishile bonds, peptidase Lsbile bonds,
thioether bands, and esterase labile bonda,

46. The composition of claim any of claims 38-45, wherein the buffering agent is
salectad from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate buffer, a .
phosphate buffer, and a histidine buffer.

|

47. The composition of claim 46, wherein the composition comprises about 0.1

mg to about 2 mg of the buffering agent per mg of the conjugate.

48.  The composition of clsim 47, wherein the composition comprises about 0.3
mg sodium succinate buffer per mg of the conjugate.

49.  The composition of any of claims 38-48, wherein the surfactant is
polysorbate 20 or polysorbate 80.

50. The composition of claim 49, wherein the composition comprises about
0.005 mg to abhout 0.1 mg of tho surfactant per mg of the conjugate.

51.  The composition of claim 50, wherein the surfactant is polysorbate 20.

52. The composition of claim 51, wherein the compouition comprises about 0.02
' mg polysorbate 20 per mg of the conjugate.

53. The composition of any of claims 38-52, wherein the composition comprizes
sbout 0.5 mg to ehout § mg of the cryoprotectant per mg of the conjugste.

54. The composition of claim 53, wherein the cyroprotectant is sucross,

55. The composition of claim 54, wherein the composition comprises sbout 1 mg
sucrose per mg of the conjugste.
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56. The composition of sny of claime 38-55, wherein the composition comprises
sbhout 2 mg to about 20 mg of the bulking agent per mg of the conjugate.

§7.  The composition of claim 56, wherein the bulking agent ia glycine,

58.  The coraposition of claim 57, wherein the composition comprises about 3.8
mg glycine pexr mg of the conjugate,

59.  The composition of claim 38, wherein the composition comprises (i) a
conjugnate comprising huN901 chemically coupled to DM, (ii) about 0.3 mg sodium
succinate buffer per mg of the conjugate, (iii) sbout 0.02 mg polysorbate 20 per mg of ths
conjugate, (iv) about 1 mg sucross per mg of the conjugets, and (v) about 3.8 mg glyvine
per mg of the conjugate.

60. A method for kilting a cell in 8 humsn comprisiag (a) providing the
Iyaphilized composition of any of claims 38-59, () adding water to the lyophilized
camposition to provide a reconstitnted conposition, and (¢) administering the reconstituted
compoaition to the human such that the sntibody binds to the surface of the cell and the
cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

61. The method of any of claims 28-37 or claim 60, wherein the cell is a tomor
cell

62.  The method of any of claims 28-37 or claims §0-61, wherein the antibody is
a monoclonal antibody. )

63. The method of claim 62, wherein the antibody is a humenized monoclonal
antibody.

64. The method of claim 62, wherein the antibody is selected from the group
consisting of InN901, huMy9-6, mB4, kuC242, trastazumab, bivetnzumab, sibrotozumab,
sd rituximsb,

65.  The method of my of claims 28-37 or any of claims 60-64, wherein the
maytsnsinoid comprises a thiol group.
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66. The method of claim 65, wherein the maytansinoid is DM1.
67. The method of claim 65, wherein the maytansinoid is DM4.

68.  The method of amy of claims 28-37 or claimg 60-67, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytsnainoid vis chemical bands selected from the group
conaisting of disulfide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds,
thioether bonds, and esterase labile bonds,

69.  The method of any of claims 28-37 or any of claims 60-68, wherein the
antibody binds to an antigen prescut on the surface of the cell I
I
70.  The method of claim 69, wherein the antigen is selected from the group
consisting of NCAM/CDS56, CD33, CD19, GDj, CanAg, PSMA, alpha-folate receptor,
Hex2/neu, CD44v6, fetoacinar pancreatic (FAP) sutigen, Cripto-1, CA6, CD20, CASS.1,
MN/CA IX, and chondroitin sulfite proteoglycan.

71. The method of sny of claims 60-70, wherein the concentration of the
conjugate in the reconstitated composition is about 0.1 mg/mL. to about 5 mg/mL.
72.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugnte in the

reconstituted composition is about 1 mg/ml. or move.

73.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugate in the
reconstituted composition is ahout 5§ mg/mlL.

74.  The method of any of claims 60-73, wherein the buffering agent is selected
from the group consisting of a citrate buffer, an acetato buffer, a succinate buffer, a
phosphate buffer, and a histidine buffer.

75. The method of claim 74, wherein the concentration of the buffering agent in
the reconstituted composition is about 2 mM to about 50 mM.
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76.  The method of claim 75, wherein the reconstitated composition comprises a
sodium succinate buffer at a concentration of ahout 10 mM and the pH of the reconstituted
composition is about 5.5.

77.  The method of any of claims 60-76, wherein the surfactant is polysorbate 20
of polysorbate 80.

78.  The method of claim 77, wherein the concentration of the surfactant in the
reconstituted conmposition ix ahout 0.002% to about 0.1% of the total volume of the

79. The method of claim 78, wherein the surfactant is polysorbats 26,

80. The methad of claim 79, wherein the concentration of polysorbate 20 in the
msﬁmtedeompoﬁtioninbm:to.m%oflhntohl volume of the reconstituted

81.  Ths method of any of claims 60-80, wherein the concentration of the

cryoprotectant in the reconstituted composition is about 0.1% to about 3% of the total
volume of the reconstitited composition.

82.  The method of claim 81, wherein the cyroprotectant is sucroge.

83. Themethod of claim 82, wherein the concentration of sucrose in the
reconstituted composition is sbout 0.5% of the total volume of the reconstituted
tomposition. '

84, The method of any of claims 60-83, wherein the concentration of the bulking
agent in the reconstituted composition is sbout 50 mM to sbout 500 mM.

85. The method of claim 84, wheroin the bulking agent is glycine.

86. Themethod of claim 85, wherein the concentration of glycine in the
recanstituted composzition is about 250 mM.

4\
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87. The method of any of claima 28-37 or claims 60-86, wherein the composition
is administered to the human intravencusly, intraperitoneally, or intratumorally.

88. A composition comprising (i) a therapeutically effective amount of a
cotjugatn comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering
agent, (iii) & tonicifying amount of sodium chiloride, and (iv) water, wherein the
composifion has a pH of about 5-6.

89. A method for killing a cell in & himan comprising administering to the
buman & composition comprising (7) a tharapeutically effective amoumt of a conjugate
comprizing an antibady chemically coupled to & maytansinotd, (ii) a buffering agent, (iii) a
tonicifying amount of sodium chloride, and (iv) water, wherein the compositién has a pH of
sbout 5-6, such that the entibody binda to the saxface of the cell and the cytotoxicity of the
maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

90. A lyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective smount
afa conjugate comprising an entibody chemically coupled o a maytansinoid, (ii) a
buffering agent, (iii) a cryoprotectant, md (iv) s bulking agent, wherein the composition has
2 pH of about 5-6 whon reconstituted with water.

iz
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COMPOSICION DE FARMACO CONJUGADO

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién pertenece a un conjugado gque
comprende un anticuerpc acoplado quimicamente a un

maytansinoide, y a métodos para usarlo.

ANTECEDENTES DE LA IMVENCION

El tratamiento de cancer ha progresado
significativamente con el desarrcllo de fArmacos que
pueden eficientemente considerarlo ¢omo objetivo y matar
a células cancerosas. Pare este fin, los investigadores
han tomado ventaja de receptores de superficie celular y
a la selectividad antigénica expresada por células
cancerosas para desarrollar fArmacos basados en
anticuerpos que enlazan a antigenos especificos de tumor
o asociados a tumor. A &este respecto, moléculas
citotéxicas tales como bacterias y toxinas vegetales,
radionuclidos, y ciertos fArmacos quimioterapéuticos se
han unido quimicamente a anticuerpos monoclonales que
enlazan a antigenos de superficie celular asociados a
tumor o especificos de tumor (ver, por ejemplo, las
Solicitudes de Patentes Internacionales (PCT) Nos. WO
00/02587, WO 52/060995, y WO 02/092127, las Patentes U.S.

5,475,092, 6,340,701, 6,171,586, La Publicacién de
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Solicitud de Patente U.S. No. 2003/000421 Al, y Ghetie y
colaboradores, J. Immunol. Methods, 112, 267-277 {(1988)).
Dichos compuestos son mencionados tipicamente como
toxinas, radionuclidos, Y farmacos “conjugados”,
respectivamente. A menudo también son mencionados como
inmunoconjugados, radioinmunoconjugados e inmunotoxinas.
La destruccién de células tumorales tiene lugar a partir
del enlace del farmaco conjugado a una célula tumoral y
de la activacién de 1la actividad citotéxica del
maytansinoide. La selectividad producida por férmacos
conjugados minimiza la toxicidad hacia células normales,
mejorando asi la tolerancia del férmaco en el paciente.

A pesar de la selectividad del tumor producida por
los farmacos conjugados, el uso de farmacos conjugados en
un contexto clinico estd limitado por numercsos factores.
A este respecto, formulaciones de farmacos conjugados
estdn basadas tipicamente en una formulacién del
anticuerpo conocida a partir de la cual es fabricado el
farmaco conjugado, sin consideracién para el efecto de la
molécula citotédxica conjugada pueda tener sobre la
estabilidad del anticuerpo. Como tales las composiciones
de farmacos conjugados actuales son menos estables que
camposiciones que contienen el anticuerpo especifico de

tumor solo.

&4
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Por consiguiente, en vista de lo anterior, persiste
la necesidad por composiciones de farmacos conjugados gue
contengan férmacos muy citotbxicos que sean més estables
que composiciones de farmacos conjugados disponibles
actualmente. Persiste también una necesidad por métodos
de usar dichas composiciones de farmacos conjugados para
tratar enfermedades humanas asociadas con la
proliferacién celular, tales como cancer.

La invencién proporciona una composicién y un método
tales. Estas y otras ventajas de la invencién, asi como
también aspectos de 1la invencién adicionales, seran
obvias de la descripcién de la invencidén proporcionada en

la presente.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencidén proporciona una composicidén gque
comprende (i) una cantidad efectiva terapéuticamente de
un conjugado gque comprende un anticuerpo acopladeo
quimicamente a un maytansinoide, {ii) un agente
regulador, (iii) una cantidad tonificante de cloruro de
sodio, (iv} agqua, y opcionalmente (v) un surfactante, en
donde la composicién tiene un pH de aproximadamente 5- 6.
La invencién también ©proporciona una composicién
liofilizada que comprende (i)Juna cantidad efectiva

terapéuticamente de un conjugade que comprende un
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anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide, (ii)
un agente regulador, (iii) un crioprotector, (iv) un
agente para carga, y opcionalmente (v} un surfactante, en
donde la composicidén tiene un pH de aproximadamente 5- 6
cuando es reconstituido con agua. La invencién
proporciona adicionalmente un método para destruir una
célula en un humano que comprende administrar al humano
las composiciones descritas anteriormente de modo que el
anticuerpo enlace a la superficie de la célula y la
citotoxicidad del maytansinoide es activada, con lo cual

la célula es destruida.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencién proporciona una composicién que
comprende (i) una cantidad efectiva terapéuticamente de
un conjugade que comprende un anticuerpo acoplado
quimicamente a un maytansinoide, (ii) un agente
regulador, (iii) opcionalmente un surfactante, {iv) una
cantidad tonificante de cloruro de sodio, y (v) agua, en
donde la composicién tiene un pH de aproximadamente 5 -
6.

La composicién de la invencién contiene un conjugado
que comprende un anticuerpo acoplado quimicamente a un
maytansinoide. El término “anticuerpo”, como se usa en la

presente, se refiere a cualquier inmunoglobulina,

M
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cualquier fragmento de inmunoglobulina, tal como Fab,
F(ab’)a, dsFv, aFv, di-cuerpos y tri-cuerpos, o
inmunoglobulina quimera, los cuales pueden enlazar a un
antigeno sobre la superficie de una célula (por ejemplo,
que contiene una regién determinante de complementaridad
(CDR)}. Cualquier anticuerpao adecuado puede ser usado en
la composicién de la invencién. Un experto en la materia
apreciard que la selecciédn de un anticuerpo adecuado
dependerd de la poblacién celular a ser considerada como
cbjetivo. A este respecto, el tipo y nimero de moléculas
de superficie celular (es decir, antigenos) que sean
expresadas selectivamente en una poblacién celular
particular (tipica y preferiblemente wuna poblacién
celular enferma) dirigird la seleccién de un anticuerpo
apropiado para uso en la composicién de la invencién. Los
perfiles de expresidén de superficie celular son conocidos
por una amplia variedad de tipos celulares, incluyendo
tipos de células tumorales, o, si se desaconoce puede ser
determinada usando técnicas de biologia molecular y de
histogquimica de rutina.

El anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal,
pero es mAs preferiblemente un anticuerpo moncclonal.
Como se usa en la presente, anticuerpos “policlonales”
se refieren a poblaciones de anticuerpos heterogéneas,

tipicamente contenidas en el suero, tipicamente

V% o
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contenidas en el suero de animales inmunizados.
Anticuerpos “monoclonalés", se refiere a poblaciones
homogéneas de moléculas de anticuerpos que son
especificas para un antigeno particular. Los anticuerpos
monoclonales son producidos tipicamente por un clen tnico
de linfocitos B (“*células B”). Los anticuerpos
monoclonales pueden ser obtenidos usando una variedad de
técnicas conocidas por los expertos en la materia,
incluyendo la tecnologia del hibridoma estadndar (ver, por
ejemplo, Kbhler y Milstein, Eur. J. Immunol., 5, 511-519
(1976), Harlow y Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory
Manual, CSH Press (1988), y C.A. Janeway y colaboradores
(eds.), Immunobiology, 5a. Ed., Garland Publishing, New
York, NY (2001)). Resumiendo, el método del hibridoma de
producir anticuerpos monoclonales involucra inyectar a
cualquier animal adecuado, tipica y preferiblemente un
ratén, con un antigeno (es decir, un “inmunégeno”).El
animal es subsecuentemente sacrificado, y células B
aisladas de su bazo son fusionados con células de
mieloma humano. Una célula hibrida es producida (es
decir, un “hibridoma”, la cual prolifera indefinidamente
\ secreta continuamente titulos altos con la
especificidad deseada in vitro. Puede usarse cualquier
método conocido apropiado en el arte para identificar

células de hibridoma que producen un anticuerpo con la

48
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especificidad deseada. Dichos métodos incluyen, por
ejemplo, el ensayo inmunosorbente unido a enzima (ELISA),
anélisis por tincién Western, y radioinmunoensayo. La
poblacién de hibridomas es cribada para aislar clones
individuales, cada uno de los cuales secretan una especie
de anticuerpo tnico para el antigeno. Porque cada
hibridoma es un clon derivado de fusién con una célula B
individual, todas las moléculas de anticuerpos producidas
son idénticas en estructura, incluyendo su sitio de
enlace antigénico e isotipo. Los anticuerpos monoclonales
pueden ser generados usando otras técnicas adecuadas que
incluyan 1la tecnologia de hibridoma~-EBV (ver, por
ejemplo, Haskard y Archer, J. Immunol. Methods, 74(2),
361-67 (1984), y Roder y colaboradores, Methods Enzymol.,
121, 140-67 (1986)), o sistemas de expresién en vector

bacteriéfago (ver, por ejemplo, Huse y colaboradores,

Science, 246, 1275-81 (1989)). Para preparar fragmentos.

de anticuerpos monoclonales se emplean tipicamente
métodos recombinantes.

El anticuerpo monoclonal puede sexr aislado de o
producido de cualquier animal adecuado, pero es producido
preferiblemente en un mamifero, mAs preferiblemente un
ratén, y nas preferiblemente un humano. Los métodos para
producir un anticuerpo en ratones son bien conocidos por

los expertos en la materia y se describen en la presente.

A
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Con respecto a anticuerpos humanos, un experto en la
materia apreciara que anticuerpos monoclonales pueden ser
aislados del suero de sujetos humanos vacunados o
inmunizados con un antigeno apropiado. De manera
alternativa, los anticuerpos humanos pueden ser generados
adaptande técnicas conocidas para producir anticuerpos
humanos en animales o en humanos tales como ratones (ver,
por ejemplo, Patentes U.S. 5,545,806, 5,569,825, vy
5,714,352, y la Publicacién de Solicitud de Patente No.
2002/0197266 Al).

Aungque la selecciétn ideal es para aplicaciones
terapéuticas en humanos, anticuerpos humanos,
particularmente anticuerpos monoclonales humanos,
tipicamente son mis dificiles de generar que anticuerpos
monoclonales de ratédn. No obstante, anticuerpos
monoclonales de ratén inducen una respuesta del
anticuerpo huésped répida cuando se administra a humanos,
lo cual puede reducir el potencial de diagnéstico y
terapéutico del anticuerpo-farmaco conjugado. Para
eliminar estas complicaciones, un anticuerpo monoclonal
preferiblemente no es reconocido como “extrafio” por el
sistema inmune humanc. Para este fin, puede usarse la
exposicién del fago para generar el anticuerpc. A este
respecto, bibliotecas de fago que codifican a regiones

variables (V) de enlace de antigeno de anticuerpos pueden
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ser generadas usando técnicas de biologia molecular
estdndar y de DNA recombinante (ver, por ejemplo,
Sambrook y colaboradores {eds.), Molecular Cloning A
Laboratory Manual, 3a. Edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Pressa, New York (2001)). El fago que codifica
a una regién variable con la especificidad deseada es
seleccionado para enlace especifico al antigenc deseado,
y es reconstituido un anticuerpo humano completo que
comprende la regidn variable seleccionada. Secuencias de
dcido nucleico gque codifican al anticuerpo reconstituido
son introducidas en una linea celular adecuada, tal como
una célula de mieloma usada para la produccién de
hibridoma, de modo que anticuerpos humanos que tienen las
caracteristicas de anticuerpos monoclonales son
secretados por las células {ver, por ejemplo, Janeway y
colaboradores, supra, Huse y colaboradores, supra, y
Patente U.S. 6,265,150). De manera alternativa, pueden
ser generados anticuerpos monoclonales a partir de
ratones gue son tranagénicos para genes de
inmunoglobulinas de cadenas ligera y pesada humanos
especificos. Dichos métodos son conocidos en el arte y
descritos en, por ejemplo las Patentes U.S$. 5,545,806 y
5,569,825, y Janeway Yy <colaboradores, supra. Mas
preferiblemente el anticuerpo ey un anticuerpo

humanizado. Como se usa en la presente, un anticuerpo

S|
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“humanizado” es uno en el cual las regiones determinantes
de complementaridad (CDR) de un anticuerpo monoclonal de
ratén, el cual forma el ciclec de enlace antigénico del
anticuerpo, son injertados sobre la estructura principal
de una molécula de anticuerpo humano. Debido a la
similaridad de 1las estructuras de los anticuerpos de
ratén y humanos, es aceptado de manera general en el arte
que este procedimiento produce un anticuerpe monoclonal
que sea idéntico antigénicamente a un anticuerpo humano
pero enlaza al mismo antigenc gque el anticuerpo
monoclonal de ratdén del cual se derivaron las secuencias
de CDR. Métodcs para generar anticuerpos humanizados son
bien conocidas en el arte y se describen en detalle en,
por ejemplo, Janeway y colaboradores, supra, Patentes
Uu.s. 5,225,539, 5,585,089 y 5,693,761, Patente Europea
No. 0239400 Bl, y Patente de United Kingdom No. 2188638.
Los anticuerpos humanizados pueden también ser generados
usando la tecnologia de renovacién de las capas
superficiales del anticuerpo descrita en la Patente U.S.
5,639,641 y Pederson y colaboradores, J. Mol. Biol. 235,
959-973 (1994). Mientras el anticuerpo empleado en el
conjugado de la composicién de la invencién debe de ser
preferiblemente un anticuerpo monoclonal humanizado, un
anticuerpo monoclonal humano ¢ un anticuerpo monoclonal

de ratén, como se describié anteriormente, esatidn también

S~
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en el alcance de 1la invencién. Los fragmentos de
anticuerpos que tienen al menos un sitio de enlace
antigénico, y por consiguiente reconocen y enlazan a al
menos un antigeno o receptor presente sobre la superficie
de una célula objetivo, también esté&n en el alcance de la
invencién. A este respecto, la fragmentacién proteolitica
de una molécula de anticuerpo intacta puede producir una
variedad de fragmentos de anticuerpo gque retienen 1la
habilidad para reconocer y enlazar antigenos. Por
ejemplo, la digestién limitada de una molécula de
anticuerpo con la proteasa papaina produce tipicamente
tres fragmentos, dos de los cuales son idénticos y son
mencionados como los fragmentos Fab, cuando retienen la
actividad de enlace antigénico de 1la molécula de
anticuerpo precursor. La fragmentacién de una molécula de
anticuerpo con la enzima pepsina normalmente produce dos
fragmentos de anticuerpo, uno de los cuales retiene ambos
brazos de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo,
y es por consiguiente mencionada como al fragmento
F(ab’)2. Un fragmento de anticuerpo del fragmentc de

regién variable de cadena finica (sFv), que consiste de un

" fragmento Fab truncado que comprende la reqgién variable

(V) de una cadena pesada de anticuerpo unida a una regién
V de una cadena ligera de anticuerpo wvia un péptido

sintético, puede ser generado usando técnicas de
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tecnologia de DNA recombinante de rutina (ver, por
ejemplo, Janeway y colaboradores, supra). De manera
similar, fragmentos de regién variable estabilizadas por
disul furo (dsFv) pueden ser preparados por tecnologia de
DNA recombinante (ver, por ejemplo, Reiter Y
colaboradores, Protein Engineering, 7, 6€97-704 (1994)).
Los fragmentos de anticuerpo de la presente invencién, no
obstante, no se limitan a estos tipos de ejemplares de
fragmentos de anticuerpos. Puede emplearse cualquier
fragmento de anticuerpo adecuado que reconozca y enlace a
un receptor o antigeno de superficie celular deseado.
Puede ensayares el enlace antigeno-anticuerpoc usando
cualquier método conocido en el arte, tal como, por
ejemplo, radioinmunoensayo (RIA), ELISA, Tincién Western,
inmunoprecipitacién, y ensayos por inhibicién comparativa
(ver, por ejemplo, Janeway y colaboradores, supra, y la
Publicacién de Solicitud de Patente No. 2002/0197266 Al).

Ademis, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
quimérico. Por “quimérico” se quiere decir que el
anticuerpo comprende al menos dos inmunoglobulinas, o
fragmentos de las mismas, obtenidos o derivados de al
menos dos especies diferentes (por ejemplo, dos
inmunoglobulinas diferentes, una regién constante de
inmunoglobulina humana combinada con una regién variable

de inmunoglobulina de roedor).
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Puede usarse cualquier anticuerpo adecuado en 1la
composicién de la invencién. Anticuerpos preferidos de
manera particular son anticuerpoas monoclonales
humanizados, ejemplos de los cuales incluyen huN901,
huMy9-6, huB4, huc242, trastuzumab, bivatuzumab,
sibrotuzumab, y rituximab {ver por ejemplo, la Patente
U.S. 5,639, 641, Solicitud de Patente Provisional U.S.
No. 60/424,332, Solicitud de Patente Internacional (PCT)
No. WO 02/16401, Pedersen y colaboradores, J. Mol. Biol.,
235, 959-973 (199%4), Roguska y colaboradores, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 91, 969-73 (1994), LlLiu y colaboradores,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93, 8618-8623 (1996), Nadler
y colaboradores, J. Immunol, 131, 244-250 (1983), Colomer
y colaboradores, Cancer Invest., 19, 49-56 (2001), Heider
y colaboradores, Eur. J. Cancer, 31%, 2385-2391 (1995),
Welt y colaboradores, J. Clin. Oncol., 12, 1193- 1203
(1994), Maloney y colaboradores, Blocod, 90, 2188-21895
(1997), u la Patente U.S. 5, 665, 357). Mas
preferiblemente, el anticuerpo es el anticuerpo
monoclonal humanizado huN901 o el anticuerpe monocleonal
humanizado huMy9-6. Otros anticuerpos monoclonales
humanizados son conocidos en el arte y pueden ser usados
en conexidédn con la composicidn de la invencidn,

De conformidad con 1la invencién, el anticuerpo

anteriormente descrito es acoplado quimicamente a

-
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cualquier agente citotdéxico, particularmente a un agente
citotéxico que induce citotoxicidad de células de tumor,
para formar un conjugado como se describe anteriormente.
Como un resultado de mecanismos de eliminacién
farmacolégica normales, un anticuerpo empleado en un
fdrmaco conjugado contacta y enlaza a células objetivo
solamente en cantidades limitadas. Por consiguiente, el
agente citotéxico empleado en el conjugado debe de ser
muy téxico de modo que tenga lugar suficiente destrucciodn
celular par provocar un efecto terapéutico. Ejemplos de
dichos agentes citotéxicos incluyen nuevos taxanos (ver,
por ejemplo, las Solicitudes de Patentes Internacionales
(PCT} Nos. WO 01/38318 y PCT/ US 03/ 02675), agentes
alquilantes de DNA (por ejemplo, CC-1065 andlogos),
antraciclinas, anilogos de tubulisina, andlogos de
duocarmicina, auristatina E, y agentes citotéxicos que
comprenden una porcidon polietilen glicol reactiva (ver,
por ejemplo, Sasse y coclaboradores, J. Antibiot. (Tokyo),
53, 879-85 (2000), Suzawa y colaboradores, Bioorg. Med.
Chem. 8, 2175-84 (2000), Ichimura y colaboradores, J.
Antibiot. (Tokyo), 44, 1045-53 (1991), Francisco vy
colaboradores, Blood (2003) (publicacién electrénica
previa a la ©publicacién impresa), Patentes U.S.
5,475,092, 6,340,701, 6,372,738, y 6,436,931, Publicacién

de Solicitud de Patente U.S. No. 2001/0036323 a1,
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Solicitudes de Patentes U.S Pendientes Nos. 10/024,290 y
10/116,053, y Solicitud de Patente Internacional (PCT)
No. WO 01/49698). De manera alternativa vy méis
preferiblemente, el anticuerpo es acoplado quimicamente a
un maytansinoide para formar el conjugado de la
composicién de la invencién.

Los maytansinoides fueron aislados originalmente
del arbusto de Africa del Este perteneciente al género
Maytenus, pero posteriormente se descubrié también que
son metabolitos de Dbacterias del suelo, tal como
Actinosynnema pretiosum (ver, por ejemplo, Patente U.S.
3,896,111). Los maytansinoides inducen citotoxicidad a
través de inhibicién micética. La evidencia experimental
sugiere que los maytansinoides inhiben 1la mitosis por
inhibicién de la polimerizacién de la tubulina de la
proteina del microtibulo, previniendo asi la formacidn de
microtibulos (ver el ejemplo, la Patente U.S. No.
6,441,163 y Remillard y colaboradores, Science, 189,
1002-1005 {1975)). Se ha mostrado que los maytansinoiées
inhiben el crecimiento de células tumorales in vitro
usando modelos de cultivo celular, e in wvivo usando
sistemas animales de laboratorio. Ademés, la
citotoxicidad de maytansinoides es 1,000 veces mayor que
la de 1los agentes quimioterapéuticos convencionales,

tales como, por ejemplo, metotrexate, daunorubicina, y

s>
<L



10

15

20

25

16

vincristina {ver, por ejemplo, la Patente U.8.
5,208,020). Los maytansinoides son conocidos en el arte
por incluir maytansina, maytansinol, ésteres de C-3 de
maytansinol, y otros andleogos y derivados de maytansinol
(ver, por ejemplo, las Patentes U.S. 5,208,020 vy
6,441,163). Los C-3 ésgsteres de maytansinol pueden
encontrarse de manera natural o derivados sintéticamente.
Ademds, tanto los C-3 ésteres de maytansinol como se
encuentran de manera natural comc los sintéticos pueden
ser clasificados como un C-3 éster con 4cidos
carboxilicos simplesa, o un C-3 éster con derivados de N-
metil-L- alanina, siendo éste més téxico que el formador.
Los anélogos de maytansinocides sintéticos también son
conocidoa en el arte y se describen en , por ejemplo,
Kupchan y colaboradores, J. Med. Chem. 21, 31-37 (1978).
Métodos para generar maytansinol y andlogos y derivados
del mismos se describen por ejemplo en la Patente U.S.
4,151, 042.

Maytansinoides adecuados para uso en la composicién
de la invencién pueden ser aislados a partir de fuentes
naturales, producidos sintéticamente, o producidos semi-
sintéticamente usando métodos conocidos en el arte.
AdeméAs, el maytansinoide puede ser modificada de
cualquier manera adecuada, mientras que se conserve

suficiente toxicidad en la molécula conjugada final. A

¥/
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este respecto, los maytanasinoides carecen de grupos
funcionales adecuados a los cuales pueden unirse los
anticuerpos. Una porcién de unién deseablemente es
utilizada para unir al maytansinoide al anticuerpo para
formar el conjugado. La porclién de unidén contiene un
enlace quimico gque permite la activacién de 1la
citotoxicidad del maytansinoide en un sitio particular.
Los enlaces quimicos adecuados son conocidos en el arte e
incluyen enlaces disulfuros, enlaces de Acidos léabiles,
enlaces fotoldbiles, enlaces peptidasa lébiles, enlaces
tioéter formados entre grupos sulfhidrilo y maleinimida,
y enlaces estearasa lébiles. MAs preferiblemente, la
porciétn de enlace comprende un enlace disulfuro o un
enlace tioéter. De conformidad con la invencién, la
porcién de enlace comprende preferiblemente un grupo
quimico reactivo. Los grupos quimicos reactivos
particularmente preferidos son ésteres de N-succinimidilo
y ésteres de N- sulfosuccinimidilo. En una modalidad
preferida, el grupo quimico reactivo puede ser enlazado
covalentemente al maytansinoide via enlace disulfuro
entre grupos tioles. Por consiguiente, un maytansinoide
modificado como se describe en la presente
preferiblemente comprende un grupo tiol. Un experto en la
materia apreciara que un grupo tiol contiene un &4tomo de

azufre enlazado a un &tomo de hidrégeno y es también
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mencionado en el arte como un grupo sulfhidrilo, el cual
puede ser denotado como “-SH” o “RSH”.

Los maytansinoides particularmente preferidos que
comprenden una porcién de unién que contiene un grupo
quimico reactivo son C-3 ésteres de maytansinol y sus
andlogos en las que la porcién de unién contiene un
enlace disulfuroc y el grupe quimico reactivo comprende un
N-succinimidil o© N- sulfosuccinimidil éster. Muchas
posiciones sobre los maytansinoides pueden servir como la
posicién para enlazar gquimicamente a la porcién de
enlace. Por ejemplo, la posicién C-3 que tiene un grupo
hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidroximetilo,
la posicién C-15 modificada con hidroxi y la posicién C-
20 que tiene un grupo hidroxi son todos Gtiles. MAs

preferiblemente el maytansinoide usado en conexién con la

composicién de la invencién es N?'- desacetil- N¥- (3
mercapto- 1- oxopropil)- maytansina (DM1} o N?¥-
desacetil- N?'- (4- mercapto- 4- metil- 1- oxopentil-

maytansina (DM4).

Las porciones de enlace con otros enlaces quimicos
también pueden ser usados en el contexto de la invencién,
como lo pueden ser otros maytansinoides. Ejemplos
especificos de otros enlaces quimicés incluyen enlaces

4cidos lébiles, enlaces tioéster, enlaces fotoldbiles,

enlaces peptidasa labiles y enlaces estearasa labiles.
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Los métodos para producir maytansinoides con porciones de
unién se describen en, por ejemplo, las Patentes U.S.
5,208,020, 5,416,064, y 6,333,410.

La porcién de enlace de un maytansinoide tipica y
preferiblemente es parte de una molécula enlazadora mas
grande gque es usada para unir el anticuerpo al
maytansinoide. Cualquier molécula enlazadora puede ser
usada en conexién con la invencidén, mientras que la
molécula enlazadora se proporciona para retencién de la
toxicidad y de las caracteristicas de seleccién del
objetivo del maytansinoide Y el anticuerpo
respectivamente. La molécula objetivo une al
maytansinoide con el anticuerpo por medio de enlaces
quimicos (como se describidé anteriormente), de modo que
el maytansinoide y el anticuerpo sean acoplados
quimicamente (por ejemplo enlazados covalentemente) entre
si. De manera deseable, la molécula enlazadora acopla
quimicamente el maytansinoide al anticuerpo por medio de
enlaces disulfuro o de enlaces tioéteres. Mas
preferiblemente, el anticuerpo es acoplado quimicamente
al maytansinoide via enlaces disulfuro.

Las moléculas enlazadoras particularmente preferidas
incluyen, por ejemplo, 3- (2- piridilditio) propionato de
N-succinimidilo (SPDP) (ver, por ejemplo, Carlsson y

colaboradores, Biochem. J., 173, 723, 723-737 (1978)), 4-
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(2-piridilditio) butanoato de N-succinimidilo (SPDP)
(ver, por ejemplc la Patente U.S. No. 4,563,304), 4- (2-
piridilditic) pentancato de N- suceinimidilo (SPP) (ver,
por ejemplo, Registro CAS nimero 341498-08-06), 4- (N-
maleimidometil) ciclohexan- 1- carboxilato de N-
succinimidilo (SMCC) (ver, por ejemplo, Yoshitake vy
colaboradores, Eur. J. Biochem., 101, 395-399 (1979)), ¥y
4- metil- 4- [2- (5- nitro- piridil)- ditio] pentanoato
de N-sauccinimidilo (SMNP) (ver, por ejemplo, la Patente
4,563,304). Las moléculas enlazadoras mis preferidas para
uso en la caomposicidén de la invencién son SPP, SMCC, y
SPDB.

La compeosicién de la invencidén comprende una
cantidad efectiva terapéuticamente de uri conjugado que
comprende un anticuerpo acoplado quimicamente a un
maytansinoide. Una “cantidad efectiva terapéuticamente”
significa una cantidad suficiente para mostrar un
beneficio significativo en un individuo, por ejemplo,
promover al menos un aspecto de citotoxicidad de células
tumoral, o tratamiento, curacién, prevencién, o]
mejoramiento de otras condiciones médicas relevantes
asociadas con un céAncer particular. Las cantidades
efectivas terapéuticamente pueden variar dependiendo del
efecto biocldgico deseado en el individuo, condicién a ser

tratada, y/o las caracteristicas especificas del

Cr
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conjugado, y el individuo. Por consigulente, de
conformidad con los métodos descritos en la presente, los
médicos tratantes {(u otro profesional médico responsable
de administrar la composicién) decidirén tipicamente la
cantidad de la composicién con la cual tratar a cada
paciente individual. La concentracién del conjugado en la
composicién de 1la invencién deseablemente es de
aproximadamente 0.1 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml (por
ejemplo, aproximadamente 0.5 mg/ml, aproximadamente 2
mg/ml, o aproximadamente 5 mg/ml). En una modalidad
preferida la concentracién del <conjugado en 1la
composicién de la invencién es de aproximadamente 1 mg/ml
© mayor {por ejemplo 2 mg/ml o mayor, aproximadamente 3
mg/ml o mayor, o aproximadamente 4 mg/ml o mayor). Mé&s
preferiblemente, la concentracién del conjugade en la
composicién de la invencién es de aproximadamente 5
mg/ml. Aunque composiciones que comprenden al menos 1
mg/ml del conjugado son particularmente preferidas,
concentraciones de conjugado de menos de 1 mg/ml (por
ejemplo, concentraciones de aproximadamente 0.1 mg/ml a
aproximadamente 0.9 mg/ml) también pueden mantenerse
establemente en la composicién de la invencién, y por
consiguiente estian en el alcance de la invencién. Las
composiciones que comprenden més de 1 mg/ml de la

molécula conjugada son ventajosas para uso clinico y
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comercial, en los que dichas concentraciones facilitan
que dosis 1dnicas de la composicién sean preparadas en un
volumen mis conveniente (es decir, mAs pequeflo) para
administracién.

La composiciétn de la invencidén deseablemente es
formulada para ser aceptable para uso farmacéutico, tal
como, por ejemplo, administracién a un huésped humano en
necesidad del mismo. Para este fin, la molécula conjugada
es formulada en una composicién que comprende un portador
aceptable farmacéuticamente (por ejemplo, excipiente o
diluyente). Los portadores aceptables fisiolégicamente
son bien conocidos y estidn facilmente disponibles, e
incluyen agentes reguladores, antioxidantes,
bacteriéstatos, sales, y solutos que convierten la
solucibébn en isoténica con la sangre u otros fluidos
corporales del paciente humano, y suspensiones acuosas y

no acuosas estériles que pueden incluir agentes de

suspensién, solubilizantes, agentes espesantes,
estabilizantes {por ejemplo, surfactantes), Y
conservadores. La seleccibén del portador sera

determinada, al menos parcialmente, por la localizacién
del tejido y/o células objetivo, y por el método
particular wusado para administrar 1la composicién.
Ejemples de portadores y excipientes adecuados para uso

en las formulaciones del fArmaco conjugado se describen



10

15

20

25

23

en, por ejemplo, las Solicitudes de Patentes
Internacionales (PCT) Nos. WO 00/02587, WO 02/060955, y
WO 02/092127, y Ghetie y colaboradores, J. Immunol.
Methods, 112, 267-277 (1988). Mas preferiblemente, 1la
composicién de la invencién comprende un agente
regulador, un surfactante, una cantidad tonicificadora de
cloruro de sodio, y agua.

Puede usarse cualquier agente regulador aceptable
farmacéuticamente adecuado, en conexidén con la
composicién de la invencién. Ejemplos de agentes
reguladores particularmente preferidos incluyen citrato,
acetato, succinato, fosfato, e histidina. La composicién
de la invencién, no obstante, no se limita a estos
agentes reguladores ejemplares. El agente requlador puede
estar presente en la composicién de la invencién en
cualquier concentracién adecuada, siempre que se logre
suficiente estabilidad de 1la composicién bajo las
condiciones deseadas. A este respecto, la concentracién
del agente requlador en la composicién, preferiblemente
es de aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM (por
ejempleo 2 - 10 mM, aproximadamente 10 -~ 20 mM,
aproximadamente 20-30 mM, aproximadamente 30- 40 mM, o
aproximadamente 40 - 50 mM). Mas preferiblemente, la
concentracién del agente regulador en la composicién es

de aproximadamente 5 - 15 mM {por ejemplo,
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aproximadamente 10 mM). El agente —regulador es
deseablemente succlnatc de sodio o acetatc de sodio, pero
mAs preferiblemente es citrate de sodio. Tipicamente, el
agente regulador (tipicamente est4 presente en 1la
composicién de la invencién de modo que el pH sea
mantenido en un intervalo deseado. A este respecto, la
composicién de la invenciédn preferiblemente tiene un pH
de aproximadamente 5-6é (por ejemplo, de aproximadamente
5, 5.5 o 6). Se cree que las composiciones con un pH mas
elevado (por ejemplo, aproximadamente pH de 6 o mis alto)
son mencs estables que composiciones con un pH mas bajo
{es decir, aproximadamente pH de 6 o menos). Por
consiguiente 1la composicién de la . invencién mis
preferiblemente tiene un pE de aproximadamente 5.5.
Ademés, del agente regulador discutido
anteriormente, la composicién de la invencién también
contiene opcionalmente un surfactante. Puede usarse
cualquier surfactante adecuado en conexiébn con la
invencién. Los surfactantes adecuados son bien conocidos
por los expertos en la materia. De conformidad con 1la
composicién de la invencién, deseablemente el surfactante
es un polisorbato, y preferiblemente es polisorbato 20 o
polisorbato 80. Mas preferiblemente, el surfactante es
polisorbato 20. El1 surfactante puede estar presente en la

composicién de la invencién en cualquier concentracién,
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siempre que s8se logre suficiente estabilidad de 1la
composicién bajo 1las condiciones deseadas. A este
respecto, la concentracién del surfactante
preferiblemente es de aproximadamente 0.002 % a
aproximadamente 0.1 % en peso/volumen (por ejemplo,
aproximadamente 0.002 - 0.01 %, aproximadamente 0.005 -
0.02 &%, o aproximadamente 0.01 - 0.1 % en peso/volumen)
del volumen total de la composicién. Mas preferiblemente,
la concentracién del surfactante en la composicién es de
aproximadamente 0.005 - 0.02 &% en peso/volumen (por
ejemplo, aproximadamente 0.01 % en peso/volumen) del
volumen total de la composicién. Aunque se prefieren las
composiciones formuladas con surfactantes, las
composiciones formuladas sin surfactantes estdn en el
alcance de la invencién.

Como un agente estabilizante adicional, también se
afade cloruro de sodio a la composiciédn de la invencién.
A este respecto, la composicién de la invencién comprende
una cantidad adecuada, preferiblemente una cantidad
tonicificadora, de cloruro de sodio (NaCl). Por la frase
“cantidad tonicificadora de cloruro de sodio”, se quiere
decir que la concentracién de NaCl en la composicién es
tal que la tonicidad de la composicién es la misma que la
tonicidad de la sangre humana (es decir, isoténica). A

este respecto, el NaCl puede ser preparado en la
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composicién de la invencién en cualquier concentracién
adecuada, siempre que se logre suficiente tonicidad en la
composicidén de 1la invencién. Deseablemente, la
concentracién de cloruro de sodio en la composicién es de
aproximadamente 50 mM a 500 mM {por ejemplo,
aproximadamente 50 - 10 mM, aproximadamente 100 - 150 mM,
aproximadamente 150 - 250 mM, aproximadamente 250 - 350
mM, o aproximadamente 350 - 450 mM)., Mientras que
concentraciones més altas de cloruro de sodio (por
ejemplo 150 mM o mis) pueden convertir la composicién de
la invencién hiperténica en vez de isoténica, la dilucidn
de dichas composiciones con cualquier solvente isoténico
adecuado tal como, preferiblemente, dextrosa a 1 5 % en
agua (“DSW”) o solucidén salina normal (“NS*) antes de la
administracién a un ser humano volveria dichas
composiciones solamente ligeramente hiperténica Y
adecuada para usc en la invencién. Preferiblemente, la
concentracién de cloruro de sodio en la composicién es de
aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM (por
ejemplo, aproximadamente 100 - 140 mM, aproximadamente
130 - 170 mM, ¢ aproximadamente 160 - 200 mM). MAs
preferiblemente, la concentracién de cloruroc de sodio en
la composicién es de aproximadamente 110 - 150 mM ({por
ejemplo, aproximadamente 110 mM - 130 mM, o

aproximadamente 120 mM).
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En una modalidad particularmente preferida de la
invencién, la compoaicién comprende (i) aproximadamente 5
mg/ml de un conjugado que comprende huN901 acoplado
quimicamente a DMl, (ii) aproximadamente 10 mM de
regulador de citrato de sodio, (iii) aproximadamente 0.01
& de polisorbato 20, (iv) aproximadamente 120 mM de
cloruro de sodio, y (v) agua (preferiblemente agua
adecuada para inyeccién (WFI)), en donde le pH de la
composicién es de aproximadamente 5.5. En otra modalidad
preferida, la composicién comprende (i) aproximadamente 1
mg/ml o mas (por ejemplo aproximadamente 1 mg/ml,
aproximadamente 2 mg/ml, 3 mg/ml, aproximadamente 5
mg/ml, o varia entre éstos) de un conjugado que comprende
huMy9-6 acoplado quimicamente a DM1l, (ii) aproximadamente
10 mM de reqgulador de <citrato de sodio, (iii)
opcionalmente aproximadamente 0.01 % de polisorbato 20,
(iv) aproximadamente 135 mM de cloruro de sodio, y (v)
agua, en donde el pH de la composicién es de
aproximadamente 5.5. En ain otra modalidad preferida, la
composicién comprende (i) aproximadamente 1 mg/ml o mis
(por ejemplo, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 2
mg/ml, 3 mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, o varia entre
éstos) de un conjugado que comprende huMy9-6 acoplado
guimicamente a DM4, (ii) aproximadamente 10 mM de

regulador de citrato de sodio, (iii) opcionalmente
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aproximadamente (.01 % de polisorbato 20, (iv)
aproximadamente 135 mM de cloruro de sodio, y (v) agua,
en donde el pH de la composicién es de aproximadamente
5.5. En una modalidad adicional preferida, la composicién
comprende (i) aproximadamente 1 mg/ml o mAs (por ejemplo,
aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 2 mg/ml, 3
mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, © varia entre é&stos) de
un conjugado que comprende huN90l1 acoplado quimicamente a
DMl via un enlazador de SMCC, (ii) aproximadamente 10 mM
de regulador de citrato de sodio, (iii) opcionalmente
aproximadamente 0.01 % de polisorbato 20, {iv)
aproximadamente 130 mM de cloruro de sodio, y {v) agua,
en donde el pH de la composicién es de aproximadamente
5.5.

Caomposiciones que contienen anticuerpos (o proteinas
en general) se convierten en inestables por la oxidacién.
Por consiguiente, en otra modalidad de la invencién, la
composicién comprende adicionalmente un antioxidante.
Puede ser usado cualquier antioxidante adecuado en la
composicidén de la invencién. Los antioxidantes adecuados
son conocidos en el arte e incluyen, por ejemplo,
superéxido dismutasa, glutatioén peroxidasa,
tocotrienoles, polifenoles, zine, manganeso selenio,
vitamina C, vitamina E, beta carotenos, cisteina, vy

metionina. El antioxidante usade en conexién con la
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composicién de la invencién mAs preferiblemente es
metionina. El1 antioxidante puede estar presente en la
composicién en cualquier concentracién adecuada. De
manera deseable, la concentracién del antioxidante en la
composicién es de aproximadamente 100 nM a
aproximadamente 100 mM (por ejemplo, aproximadamente 0.25
- 1 mM, aproximadamente 0.5 - 2 mM, aproximadamente 5 -
15 mM, aproximadamente 20 - 70 mM, o aproximadamente 60 -
90 mM). M&s preferiblemente, la concentracién del
antioxidante en la composicién es de aproximadamente 5 -
15 mM (por ejemplo, aproximadamente 10 mM).

Ademas de antioxidantes, la composicién de 1la
invencién puede adicionalmente ser estabilizada por medio
de la adicién de sacarosa. El uso de sacarosa para
estabilizar formulaciones de anticuerpos es conocido por
los expertos en la materia. Puede usarse cualquier
cantidad adecuada de sacarosa en la compoasicién de la
invencién, pero la concentracién de sacarosa en la
composicién deseablemente es de aproximadamente 0.1 &% a
aproximadamente 10 % en peso/volumen (por ejemplo, de
aproximadamente 0.1 - 1 %, aproximadamente de 2 - 5 %, o
aproximadamente de 7 — 10 % en peso/volumen) del volumen
total de 1la composicién. Mas preferiblemente, 1la
concentracién de sacarosa en la composicién es de

aproximadamente 4 - 6 &% en peso/volumen (por ejemplo,
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aproximadamente 5 % en peso/volumen) del volumen total de
la composicién.

La invencién proporciona adicionalmente una
composicién empacada que comprende un contenedor sellado
que tiene la composicién de la invencién dispersa en &1,
Yy una capa superpuesta de gas inerte. La composiciédn
empacada puede ser recubierta con cualquier gas inerte
adecuado, siempre que la composicién de la invencidén sea
mantenida establemente en la composicién empacada. El gas
inerte preferiblemente es nitrégeno o argén. La
compesicién empacada puede presentarse en contenedores
sellados de dosis unitaria o de dosis miltiples, tales
como ampolletas o frasquitos.

Ademﬁs de las composiciones gue contienen agua
descritas en la presente (también mencionadas en 1la
presente como una composicién “liquida” o “acuosa”), la
invenciédn también proporciona una composicién liofilizada
que comprende (i) una cantidad efectiva terapéuticamente
de un conjugado que comprende un anticuerpo acoplado
quimicamente a un maytansinoide, (ii) un agente
regulador, (iii) un surfactante, (iv) un crioprotector, y
(v} un ingrediente para carga, en donde la composicién
tiene un pH de aproximadamente 5 - 6 cuando es
reconstituida con agua. Por “liofilizado” se quiere decir

que la composicién ha sido secada por congelacién al
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vacio. La liofilizacién se 1logra tipicamente por
congelacién de una formulacién particular de modo que
los solutos sean separados de los solventes. El1 solvente
es entonces retirado, por sublimaciédn (es decir, secado
primario) y después por desorpcién (es decir, secado
secundario). Descripciones del conjugado (es decir, el
anticuerpo quimicamente acoplado al maytansincide),
agente regqulador, surfactante, y componentes de los
mismos, expuestos anteriormente en conexién con otras
modalidades de 1la invencién son también aplicables a
aquellos aspectos iguales de las composiciones
liofilizadas anteriormente mencionadas. Antes de
reconstitucién de la composicién liofilizada, las
cantidades relativas de cada componente que comprenden la
composicién liofilizada de 1la invencién pueden ser
descritas en términos de mg de excipiente (por ejemplo,
regulador, surfactante, ingrediente de carga,
crioprotector) por mg de conjugado.

Aunque puede usarse cualquier agente regulador
descrito en la presente en conexién con la composicién
liofilizada de la invencién, la composicién liofilizada
de la invencidén preferiblemente comprende un regulador de
succinato de sodio. El1 agente regulador puede estar
presente en la composicién liofilizada de la invencién en

cualquier cantidad adecuada. En particular, la

X3
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composicidn liofilizada deseablemente comprende
aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 2 mg del agente
regulador' por mg del con’jugado {por ejemplo,
aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 0.5 mg de agente
regulador por mg del conjugado, aproximadamente 0.5 mg a
aproximadamente 1 mg de agente regulador por mg del
conjugado, © aproximadamente 1 mg a aproximadamente 2 mg
de agente regulador por mg de conjugado). Mas
preferiblemente, la composicién liofilizada comprende
aproximadamente aproximadamente 0.3 mg de regulador de
succinato de sodio por mg del conjugado.

Aunque puede usarse cualquier surfactante adecuado
descrito en la presente en conexién con la composicién
liofilizada de la invencién, deseablemente, el
surfactante es un polisorbato, y preferiblemente el
polisorbato es polisorbato 20 o polisorbato 80.
Mayormente se prefiere que el surfactante sea polisorbato
20. El surfactante puede estar presente en la composicién
liofilizada de 1la invencién en cualquier cantidad
adecuada, siempre que se logre estabilidad suficiente de
la composicién liofilizada bajo las condiciones deseadas.
A este respecto, la composicién liofilizada deseablemente
comprende aproximadamente 0.005 mg a aproximadamente 0.1
mg del surfactante por mg del conjugado (por ejemplo,

aproximadamente 0.005 mg a aproximadamente 0.01 mg de
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surfactante por mg del conjugado, aproximadamente 0.01 mg
a aproximadamente 0.05 mg de surfactante por mg del
conjugado, o aproximadamente 0.05 mg a aproximadamente
0.1 mg de surfactante por mg del conjugado). Cuando el
surfactante es polisorbato 20, la composicién liofilizada
preferiblemente comprende aproximadamente 0.02 mg de
polisorbato 20 por mg del conjugado.

A fin de prevenir la degradacién de los ingredientes
activos de la composicién durante la congelacién y el
secado, la composicién 1liofilizada de 1la invencién
comprende adicionalmente un crioprotector,
preferiblemente un crioprotector amorfo. El1 término
“crioprotector”, como se usa en la presente, se refiere a
un excipiente que protege moléculas inestables durante la
congelacién. Crioprotectores adecuados para uso en la
composicién de la invencién son conocidos por los
expertos en la materia, e incluyen, por ejemplo,
glicerol, dimetil sulfoxida {DMSQ), polietilen glicol
PEG), dextrano, glucosa, trehalosa, y sacarosa. MAs
preferiblemente, el crioprotector es sacarosa. El
crioprotector puede estar presente en la composicién
liofilizada de la invencién en cualquier cantidad
adecuada. La compasicidén liofilizada deseablemente
comprende aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 5 mg

{(por ejemplo, aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 2
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mg) del crioprotector por mg del conjugado (por ejemplo,
aproximadamente 0.8 mg de crioprotector por mg del
conjugado, aproximadamente 2 mg de crioprotector por mg
del conjugado, o aproximadamente 4 mg de crioprotector
por mg del conjugado). Cuando el crioprotector es
sacarosa, la composicién 1liofilizada preferiblemente
comprende aproximadamente 0.5 mg a aproximadamente 2 mg
(por ejemplo, aproximadamente 1 mg} de sacarosa por mg
del conjugado.

La composicidén liofilizada de la invenciédn puede
contener adicionalmente un ingrediente de <carga,
preferiblemente un ingrediente de carga cristalizable.
Los ingredientes de carga tipicamente son usados en el
arte para proporcionar estructura y peso a la “torta”
producida como un resultado de la liofilizacién.
Cualquier ingrediente de carga adecuado conocido en el
arte puede ser usado en conexién con la composicién de
liofilizacién de la invencién. Los ingredientes de carga
adecuados incluyen, por ejemplo, manitol, dextrano, vy
glicina. El ingrediente de carga usado en la composicién
de la invencién mAs preferiblemente es glicina. El
ingrediente de carga usado en la composicién de la
invencién mis preferiblemente es glicina. La composicién
liofilizada puede contener cualquier cantidad adecuada

del ingrediente de carga, pero preferiblemente la
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composicién liofilizada comprende aproximadamente 2 mg a
aproximadamente 20 mg del ingrediente de carga per mg del
conjugado (por ejemplo, aproximadamente 2 mg a
aproximadamente 10 mg de ingrediente de carga por mg del
conjugado, aproximadamente 5 mg a aproximadamente 10 mg
de ingrediente de <carga por mg del  <conjugado,
aproximadamente 10 mg a aproximadamenté 15 mg de
ingrediente de carga por mg del conjugado, o
aproximadamente 15 mg a aproximadamente 20 mg de
ingrediente de carga por mg del conjugado). Cuando el
ingrediente de carga es glicina, la composicién
liofilizada comprende preferiblemente aproximadamente 3.8
mg de glicina por mg del conjugado.

Por consiquiente, de conformidad con la invencién,
el contenido de una composicién liofilizada que estd para
ser reconstituido contiene 5 mg/ml de conjugado (por
ejemplo, preferiblemente un conjugado gque comprende
huN901 acoplado quimicamente a DMl) preferiblemente
comprende (i) aproximadamente 0.3 mg de regulador de
succinato de sodio por mg del conjugado, (ii)
aproximadamente 0.02 mg de polisorbato 20 por mg del
conjugado, (iii) aproximadamente 1 mg de sacarosa por mg
del conjugado, y (iv) aproximadamente 3.8 mg de glicina
por mg del conjugado. Una vez reconstituido con agua, una

composicién liofilizada tal preferiblemente tiene un pH
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de aproximadamente 5.5. Ademés, cuando la composicién
liofilizada es reconstituida con agua, las descripciones
de las concentraciones relativas del conjugado, el agente
regulador, y el surfactante expuesto anteriormente en
conexién con la composicién liquida de la invencién
también son aplicables a la composicién liofilizada
anteriormente mencionada. Los métodos de 1liofilizacién
son bien conocidos en el arte y se describen en, por
ejemplo, Wang, W., Int. J. Pharm., 203, 1-60 (2000). Por
ejemplo, la composicién liofilizada de la invencién puede
ser producida usando un ciclo de liofilizacién que
comprende las etapas siguientes: (i) pre-enfriar a una
temperatura de anaquel de 4 °C y presién de cémara
ambiental por 2.5 |horas, (2) congelacién a una
temperatura de anaquel de - 50 °C y presidén de camara
ambiental por 14 horas, (3) recristalizacién de glicina a
una temperatura de anaquel de - 20 °C y presién de cémara
ambiental por 6 horas, {4) re-congelacién a wuna
temperatura de anaquel de - 50 °C y presién de cAmara
ambiental por 16 horas, (5) secado primario a una
temperatura de anaquel de - 15 °C y 100 mTorr de presién
por 24 horas, (6) secado secundario a una temperatura de
anaquel de 24 °C y 100 mTorr de presién por 10 horas, y

(7) fase de detencién a una temperatura de anaquel de 24

9%
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°C y presion de cémara ambiental. La composicidn
liofilizada de la invencidén, sin embargo, no se limita a
composiciones producidas por medio del método
anteriormente descrito. Realmente, puede usarse cualquier
método de liofilizacién adecuado para producir la
composiciébn liofilizada de la invencidén, y serd obvio
para los expertos en la materia que los parémetros de
liofilizacién seleccionados (por ejemplo, tiempos de
secado) variaran dependiendo de una variedad de factores,
incluyendo el volumen de la solucibén a ser liofilizada.
Ademés de las modalidades preferidas descritas en la
presente, la composicién de la invencidén {ya sea en forma
ligquida o liofilizada) puede comprender agentes activos
biolégicamente o terapéuticos adicionales. Por ejemplo,
pueden estar presentes factores terapéuticos ttiles en el
tratamiento de una indicacién particular (por ejemplo,
céncer). Los factores que controlan la inflamacién, tal
como ibuprofeno o esteroides, pueden ser parte de la
composicién para reducir la hinchazén y la inflamacién
asociada con administracién in vivo de la composicién y
agotamiento fisiolégico. Pueden incluirse mejoradores
inmunes en la composicién para sobre regular las defensas
naturales del cuerpo contra la enfermedad. Pueden co-
administrarse con la composicién vitaminas y minerales,

antioxidantes, y micronutrientes. Pueden estar presentes
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antibiéticos, es decir, microbicidas y fungicidas, para
reducir el riesgo de infeccién perteneciente a los
procedimientos asociados con la administracién de 1la
composicién y de otros trastornos.

La invencién propeorciona adicicnalmente un método
para destruir wuna c¢élula en un humano gue comprende
administrar al humano una composicién que comprende (i)
una cantidad efectiva terapeiticamente de un conjugado
que camprende un anticuerpo acoplado quimicamente a un
maytansinoide, (ii) un agente regulador, (iii) un
surfactante, {iv) una cantidad tonicificante de clorure
de sodio, y (v) agua, en donde la composicién tiene un pH
de aproximadamente 5 - 6, de modo que el anticuerpo
enlace a la superficie de la célula y se active la
citotoxicidad del maytansinoide, con lo que la célula es
destruida. Descripciones del conjugado (es decir, el
anticuerpo acoplado quimicamente al maytansinoide),
excipientes (por ejemplo, agente regulador, surfactante,
cloruro de sodio, etc.), y componentes de los mismos,
expuestos anteriormente en conexién con otras modalidades
de la invencién también son aplicables a los mismos
aspectos del método de 1la invencién anteriormente
mencionado.

El método de la invencién involucra administrar la

composicién de la invencién a un humano. De manera
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ideal, el método de 1la invencién es usado para
seleccionar y <destruir células afectadas por una
enfermedad, particularmente una enfermedad asociada con
niveles elevados de proliferacién celular, tal como
cdncer. Por consiguiente con respecto a esto, el método
de la invencién preferiblemente se usa para destruir
células tumorales en un humano, dando asi como resultado
la prevencién, el mejoramiento, y/o la cura del cancer.
Aunque cualquier medio adecuado de administrar la
composicién a un humano puede ser usado en el contexto de
la invencién, tipica y preferiblemente la composicién de
la invencién es administrada a un humano via inyeccién, y
miés preferiblemente via infusién. Por el término
“inyeccién” se quiere decir que la composicién es
forzosamente introducida en un tejido objetivo del
humano. Por el término “infusién”, se quiere decir que la
composicién es introducida en un tejido, tipica vy
preferiblemente una vena, del humano. La composicién
puede ser administrada al humano por cualquier ruta
adecuada, pero preferiblemente es administrada por ruta
intravenosa o© intraperitonealmente. Cuando se emplea el
método de la invencién para destruir células tumorales,
sin embargo, se prefiere particularmente la
administracién intratumoral de 1la composicién de 1la

invencién. Cuando se administra la composicién de la
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inyeccién adecuado puede ser usado para administrar la
composicién directamente a un tumor. Por ejemplo, la
jeringa médica comin puede ser usada para inyectar
directamente la composicién en un tumor subcuténeo. De
manera alternativa, la composicién puede ser aplicada
tépicamente al tumor bafiando el tumor en la composicién
ligquida de la invencién. De manera similar, el tumor
puede ser perfusionado con la composicién de la invencién
durante un periodo de tiempoc usando cualquier dispositivo
de liberacién adecuado, por ejemplo, un catéter. Aungque
menos preferidas, pueden usarse otras rutas de
administracién para liberar la composicién en el humano.
Realmente, aunque puede usarse mAds de una ruta para
administrar la composicién de la invencidén, una ruta
particular puede proporcionar una reaccién mis inmediata
y mas efectiva que otra ruta. Por ejemplo, aunque no
particularmente preferida, la composicién de la invencién
puede ser aplicada o instilada en cavidades corporales,
absorbidas a través de la piel, inhaladas, o
administradas parenteralmente via, por ejemplo,
administracién intramuscular o intra arterial.
Preferiblemente, la composicién de la invencién

administrada parenteralmente a un humano es

Y.
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especificamente seleccionada para células particulares, 5

por ejemplo, células cancerosas.

Como se describe en la presente, el conjugado
comprende un anticuerpo, el cual es preferiblemente un
anticuerpo monoclonal humanizado, tal como huNS0l, huMy9-
6, huB4, o huC242. Otros anticuerpos adecuados incluyen,
por ejemplo, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, vy
rituximab. Cuando las composiciones que comprenden dichos
conjugados son empleadas en el método de la invencién, el
anticuerpo selecciona al conjugado en una célula deseada
{(por ejemplo, célula tumoral) a través de interacciones
con antigenos (por ejemplo, antigenos especificos de
tumor) expresados en la superficie de la célula (por
ejemplo, célula tumoral). Los antigenos especificos de
tumor han sido descritos extensivamente en el arte previo
por una variedad de tumores, incluyendo, por ejemplo,
cdnceres epiteliales (por ejemplc, MUCl}, y «célncer de
seno y de ovario (por ejemplo, HER2/neu), (ver, por
ejemplo, Bartnes, Tidsskr. Nor. laegeforen., 121, 2941-5
(2001), y von Mensdorff-Poully y colaboradores, Int. J.
Biol. Markers, 15, 343-356 (2000)).

En una modalidad de la invencién, el anticuerpo (por
ejemplo, huMy9-6) enlaza al antigeno CD33, que es
expresado, por ejemplo, por células de leucemia mieloide

aguda. En otra modalidad preferida, el anticuerpo ({por
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ejemplo huB4) enlaza al antigeno CD19, el cual es
expresado, por ejemplo, por células de linfoma de células
B humana. Alternativamente, el anticuerpo (por ejemplo,
huC242) enlaza al antigeno CanAg, el cual es expresado
por un nimero tipos de células cancerosas, que incluyen,
por ejemplo, cdnceres colon rectal, pancreatico,
gastrico, y otros cénceres gastrointestinales, y la
mayoria de canceres de pulmén de células no pequefias. Mas
preferiblemente. Mas preferiblemente, el anticuerpo (por
ejemplo, huN90l) enlaza al antigeno NCAM/CD56, el cual es
expresado, por ejemplo, por células de carcinoma de
pulmén de células pequeflas (SCLC), y por otros céanceres
d;.origen neuroendocrino. Otros antigenos preferidos a
los cuales el anticuerpo puede enlazar incluyen el
antigeno. Otros antigenos preferidos a los cuales el
anticuerpo puede enlazar incluyen el antigeno GD;, PSMA,
el receptor de alfa-folato, Her2/neu, CD44v6, el antigeno
pancredtico fetoacinar (FAP), el antigeno Cripto-1l, el
antigeno CA6, CD20, CA 55.1, MN/CA IX, condroitin sulfato
de proteoglicano (ver, por ejemplo, Chang Y
colaboradores, Cancer Res., 59, 3192-98 (1999), Miotti y
colaboradores, Int. J. Cancer, 39, 297-303, (1987),
Colomer y colaboradores, supra, Heider y colaboradores,
supra, Welt y cclaboradores, supra, LePage Y

colaboradores, American Assn. For Cancer Research (AACR),
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2003 Annual Meeting, Poster Abstract No. 749, Kearse y
colaboradores, Int. J. Cancer, 88, 866-72 (2000), Maloney
Yy colaboradores, supra, Opavsky Yy colaboradores,
Genomics, 33, 480-87 (1996), Behm y colaboradores, Blood,
87, 1134-39 (1996), y la Patente U.S. 5,665,357). A
partir del enlace del conjugado a una célula objetivo {(es
decir tumor) via cualquiera de los antigenos especificos
de tumor o receptores descritos en la presente, la
citotoxicidad del maytansinoide es activada. Ejemplos de
mecanismos por los cuales puede ser activada la
citotoxicidad del maytansinoide incluyen la liberacién
del maytansinoide libre en el interior de la célula via
fragmentacién del enlace disulfuro entre el anticuerpg y
el maytansinoide, la degradacién del anticuerpo en la
célula, y la activacién de 1la citotoxicidad del
maytansinoide en la superficie celular. E1l método de la
invencién, no se limita a estas modalidades ejemplares de
la activacién de maytansinoide. Realmente, cualquier
mecanismo que active la citotoxicidad del maytansinoide
estd en el alcance del método de la invenciédn.

Para los propésitos de administracién a humanos, la
composicién 1liquida de 1la invencién descrita en 1la
presente puede ser administrada (por ejemplo infusionada)
directamente a un humano, o diluida con un diluyente

adecuado inmediatamente antes de administracién. Los

%
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diluyentes adecuados son conocidos en el arte e incluyen
D5W y solucidén salina normal (NS). Son posibles
diluciones de 1:1, 1:2, 1:3, o mas (por ejemplo, 1:5,
1:10, o aun 1:50) con diluyentes adecuados. La dilucién
de la composicién de la invencién deseablemente no reduce
la concentraciétn de la molécula conjugada en la
composicién inferior a aproximadamente 0.1 mg/ml. Después
de diluir la composicién liquida, las concentraciones
descritas previamente de cada uno de los componentes {(por
ejemplo, agente regulador, surfactante, y cloruro de
sodio) de 1la composicién son correspondientemente
reducidas.

Cuando la composicién liofilizada de 1la invencién
descrita en la presente es administrada a un humano, 1la
composicién debe de ser primero reconstituida por adicidén
de un excipiente liquido estéril, por ejemplo, agua
adecuada para inyeccién, D5W, o NS, inmediatamente antes
de uso. Por consiguiente, 1la invencién proporciona
adicionalmente un método para destruir una célula en un
humano que comprende {a) proporcionar la composicién
liofilizada como se describe en la presente, (b) afadir
agua a la composicién liofilizada para proporcionar una
composicidn reconstituida, Y (c) administrar la
composicién reconstituida al humano de modo que el

anticuerpo enlaza en la superficie de la célula y el
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maytansinoide es internalizade por la célula, con lo cual
la c¢élula es destruida. Las descripciones de 1la
composicién liofilizada, rutas de administracién,
antigenos especificoes de tumor, y componentes de los
mismos, expuestos anteriormente en conexién con otras
modalidades de la invencién también son aplicables a los
mismos aspectos del método de la invencién anteriormente
mencionado. Ademds, come se discute en la presente,
después de que la composicién liofilizada de la invencién
con agua, las descripciones de las concentraciones
relativas del conjugado y excipientes (por ejemplo,
agente regulador, surfactante, crioprotector, e
ingrediente de carga) descritos anteriormente en conexién
con la composicién liquida de la invencién también son
aplicables a los mismos aspectos del método de 1la
invencién anteriormente mencionados. Como se discutid
anteriormente, el método de la invencién, ya sea que se
emplee una composicidén liquida o© una composicién
liofilizada, preferiblemente es usado en conexién con el
tratamiento del céncer. El método de la invencién puede
ser usado para tratar céncer de cualquier tipo,
incluyendo, por ejemplo, cdncer del pulmén , seno, colon,
préstata, rifidbn, péancreas, ovario, sangre, y O&rganos
linfaticos. Aungque menos preferida, la composicién de la

invencién puede ser usada para tratar otras enfermedades
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asociadas con la proliferacién celular incluyendo
enfermedades autoinmunes (por ejemplo lupus generalizado,
artritis reumatoide, y esclerosis miltiple), rechazos de
injertos (por ejemplo, rechazo de trasplante renal,
rechazo de trasplante de higado, rechazo de trasplante de
pulmén, rechazo de trasplante cardiaco, y rechazo de
trasplante de médula é6sea), injerto versus la enfermedad
del huésped, infecciones virales (por ejemplo, infeccidn
por CMV, infeccidén por HIV, AIDS, etc.), e infecciones
parasitarias (por ejemplo, giardiasis, amibiasis,
esquistosomiasis), y otros.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la
invencién, pero, por supuesto, no se construyeron en
manera alguna como limitantes del alcance.

EJEMPIO 1

Este ejemplo demueatra la produccién de wuna
composicidén que comprende un conjugado que comprende un
anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide,
agente regulador, surfactante, cantidad tonicificante de
cloruro de sodio, y agua.

La generacién de un conjugado que comprende el

" anticuerpo monoclonal huN901 acoplado gquimicamente al

maytansinoide DMl via enlaces disulfuro (“huN9%01:DM1”*)
han sido descritos previamente (ver por ejemplo, la

Patente U.S. 6,441,163). Se prepararon individualmente
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las formulaciones que contienen ya sea 1 mg/ml o 5 mg/ml
del conjugado huN901:DM1 en la presencia de cada uno de
los excipientes anteriormente descritos. Se evalué la
estabilidad de las formulaciones usando los siguientes
ensayos: inspeccién visual para detectar particulas, un
método cromatogriafico para medir especies relacionadas
con el farmaco libre, y cromatografia por exclusién de
tamafio por HPLC (SEC-HPLC) para detectar especies
relacionadas con conjugados de pesoc molecular alto y
bajo. Con respecto a la inspeccién visual, la presencia
de particulas son indicadores de inestabilidad y, por
consiguiente, son consideradas indeseables, aunque una
solucién clara es indicador de una formulacién estable.
Se usd el ensayo cromatografico para medir la cantidad de
farmaco libre a 4 °C y 25 °C. Los resultados de estos
ensayos sugirieron que una formulacién gque contenga
aproximadamente 5 mg/ml del conjugado huN901:DM1,
aproximadamente 10 mM de citrato de sodio,
aproximadamente 0.0l % de polisorbato y cloruro de sodio
a pH de 5.5 (es decir, la composicién ligquida de 1la
invencién) tendria actividad superior.

Para confirmar la estabilidad de la formulacién
anteriormente desacrita con respecto a la formacién de
dimeros, lo cual también es indicador de inestabilidad,

el conjugado huN901:DM1 fue concentrado y formulado ya

29
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sea en solucidén salina regulada con fosfato (PBS), pH de
6.5 {Formulaciones 1A-1C), o 10 mM de citrato de scdio,
0.01 &% de polisorbato 20, 60 mM de NaCl, pH de 5.5
(Formulacién 1D).Después de 6 meses a 4 °C o 25 °C las
muestras fueron ensayadas por SEC-HPLC. Los resultados de

este andlisis se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1
. % de dimeros de
Concentracion
Formulacién | del Conjugado R‘:ﬂﬁm or Surfactante | Nac l°°'3:°5' t.-’,:’.d,':'.": ¢
(mg/mi) | ™°9 EL-ER AN
H
(Compatativo) 5.0 sl Nada | Nada | 55 | 93
(comgratlvo) 38 PBsS.,spH Nada Nada 55 84
'(Com?;gmm) 12 PB:épH Nada . | Nada | 49 6.0
1D Ciirato de |Poiisorbato 2
(Invencion) 5.0 sodio,pH | al0.01% |somM| S.1 6.0
de 5.5

Estos resultados demuestran que composiciones de la
invencién {(como se representan por la Formulacién 1D)
protegen contra la formacidén del dimero del conjugado.
Por consiguiente, los resultados combinados del ensayo de
inspeccién visual, el ensayo cromatogréfico, y el ensayo
de SEC-HPLC indican que la composicién de la invencién
fue la mas estable de las formulaciones probadas.

EJEMPLO 2
Este ejemplo demueatra la produccidén de una

composicién que comprende un conjugado que comprende un

a0
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anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide,
agente requlador, surfactante o Ssacarosa, cantidad
tonicificante de cloruro de sodio, y agua.

Se prepard un conjugado que comprende el anticuerpo
monoclonal huN90l1 acoplade quimicamente al maytansinoide
DM1 wvia un 4- (2- piridilditio) pentancato de N-
succinimidilo (SPP) enlazador (“huN901-SPP-DM1”). Usando
los métodos descritos en la presente y conocidos en el
arte (ver, por ejemplo, la Patente U.S. 6,441,163). El
conjugadec huN901-SPP-DM1 fue formulado ya sea en (a) PBS,
pH de 6.5 {(Formulaciones 2A y 2B) o bien (b) 10 mM de
citrato de sodio, polisorbato 20 al 0.01 &, 135 mM de
NaCl, pH de 5.5 (Formulacién 2C) en concentraciones
variables. Se incubaron muestras de cada una de las
formulaciones a 4 °C y 25 °C por 6 meses, después de lo
cual las formulaciones fueron probadas para la presencia
del farmaco y dimeraos del conjugado por medio de ensayos
cromatogrdficos. Los resultados de estos andlisis se

exponen en la Tabla 2.

al

77
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Tabla 2
Concentracién % de Dimero % de Férmaco Libre
del Conjugado Agente
Formulacién (mg/ml) Regulador |Surfactante [Tiempo 6 meses Tiempo 6 meses
c Cero "2%Cc [25°C | Cero [ 4°C | 25 °C
(Comiatativo) 10 PBSPH | Nada | a8 | 58 | 61 | 11| 16 | 46
(Comisasativo) 50 PBSPH | Nada [ 52 | 85 [ 101 | 11 | 16 | 49
2c 50 S on | Ponsoroato | 44 | 55 | 64 | 04 | 12 | 29
(Invencién) de 5'5" al001%

Qe
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Ademis de los resultados citados en la Tabla 2, las
formulaciones fueron inspeccicnadas visualmente para
material en forma de particulas. La formulacién de la
invencién (Formulacién 2C) fue visualmente clara después
de 6 meses de almacenamientc a 4 °C, mientras que se
observaron particulas y sedimentos en las formulaciones
comparativas (que se representaron por las Formulaciones
2A y 2B).

Estos resultados demostraron la estabilidad mejorada
de composiciones de la invencién.

EJEMPLO 3

Este ejemplo demuestra 1la produccién de una
composicién que comprende un conjugadc que comprende un
anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide,
agente regulador, surfactante, cantidad tonicificante de
cloruro de sodio, un antioxidante, y agua.

Se prepard un conjugado que comprende el anticuerpo
monoclonal huN901 acoplado quimicamente al maytansinoide
DM1 via wun 4- (N-maleimidometil) ciclohexano- 1-
carboxilato de N- succinimidilo (SMCC) enlazador
{*huN901-SMCC-SM1”}, usando los métodos descritos en la
presente conocides en el arte (ver, por ejemplo, 1la
Patente U.S. 6,441,163). Se formuldé 1 mg/ml del conjugado
huN901-SMCC-DM1 ya sea en (a) solucidén salina regqulada

con fosfato (PBS), pH de 6.5 (Formulacién 3A), (b) 10 mM
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de citrato de sodio, polisorbato 20 al 0.01 &%, 130 mM de
NaCl, pH de 5.5 (Formulacién 3B), o bien (¢) 10 mM de
citrato de sodio, polisorbato 20 al 0.01 %, 130 mM de
NaCl, 10 mM de metionina, pH de 5.5 (Formulacién 3C).
Después de una incubacién de 3.5 meses a 25 °C y 37 °C,
muestras de cada una de las formulaciones fueron probadas
para la presencia de dimeros del conjugado por medio de
un ensayo cromatogréfico. Los resultados de estos

anilisis se exponen en la Tabla 3.

Tabla 3
% de Dimero
Agente
fformulacién | Regulador | Surfactante | Antloxidante | Tigmpo | . 3.5 meses
Cero [25°C [37 °C
3A
({Comparativo) F:,?,sd_g"' Nada Nada 4.0 58 112
(Invencidn) S:dlg.spH 20 .7%_01 % Nada 40 47 63
e 5.
Clirato de
3C Polisorbato | 10 mM de
(invencién) | SS90, PH120410.01%| Metionina | 40 44 | 4s

Estos resultados demosatraron que composiciones de la
invencién (como se representan por las Formulaciones 3B y
3C) proporcionaron estabilidad mejorada.

EJEMPLO 4

Este ejemplo demuestra 1la produccién de una
composicidén que comprende un conjugado que comprende el
anticuerpo monoclonal huMy9-6 acoplado quimicamente al

maytansinoide DM1, agente reguladoz, cantidad
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tonicificante de cloruro de sodio, y agqua, con oO sin un
surfactante y sacarosa.

Se prepard$ un conjugado gque comprende el anticuerpo
monoclonal huMy9-6 acopladeo quimicamente al maytansinoide
DMl wvia wun 4- (2- piridilditio) pentanocato de N-
succinimidinilo {SPP) enlazador (“*huMy9-6-SPP-DM1”),
usando los métodos descritos en la presente y conocidos
en el arte (ver, por ejemplo, la Patente U.S. 6,441,163).
Se formuld 1 mg/ml del conjugado huMy9-6-SPP-DM1 ya sea
en (a) solucién salina regulada con fosfato (PBS), pH de
6.5 (Formulaciétn 4A), (b) 10 mM de citrato de sodio, 135
mM de NaCl, pH de 5.5 (Formulacién 4B), (c) 10 mM de
citrato de sodio, polisorbato 20 al 0.01 %, 135 mM de
NaCl, pH de 5.5 (Formulacién 4C), o (d) 10 mM de citrato
de sodic, sacarosa al 5 %, 60 mM de NaCl, pH de 5.5
(Formulacién 4D). Después de tres meses de incubacién a 4
°C o 25 °C, se ensayaron muestras de cada una de las
formulaciones por medio de SEC-HPLC para medir especies
de alto peso molecular (HMW), y por medio de un ensayo
cromatogriafico para medir especies de farmaco libre. Los

resultados de estos andlisis se exponen en la Tabla 4.

as,
17
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Tabla 4
% de Farmaco Libre | Especies de Alto P.M.
Agente | NaCl 3 meses 3 meses
Formulacién | Regulador | (mM) | Surfactante |Estabilizante |Tiempo lem|
Cero 4°C 25 °C | Cero 4°C 25 °C
aA PBS, pH
(Comparativo)| dees | Nada | Nada Nada 02 | 13 | 32 | o5 | 14 20
48 Sodio, pH1 | 138 Nad o1 | 10| 18 [o04 | 07 | 14
odio, p! 1 Nada ada 3 £ . A o
(Invencién) de 5.5
Citrato de Polisorbato
(lnv;“:ién) Sodio, pH | 135 |20a1001%| Nada o1 | 10 ] 18 |os]| o8 | 18
de 5.5
Citrato de
(|nve4n|2i 6y |'Sodio.pH [ 60 Nada s:‘l"s';" o1 | 1.1 | 19 o4 | o5 | o8
de 5.5

%6

¥s
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Ademds, muestras de las Formulaciones 4A y 4B fueron
incubadas a 4 °C y 25 °C por tres meses, y luego fueron
probadas para formacién de dimeros de conjugado como se

discutidé anteriormente. Los resultados de estcos andlisis

se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5
% de Dimero
i 3
Formulacién | Agente Regulador Tiempo Cero meses
4°C 25 °C

4A |
(Comparativo) PBS, pH de 6.5 6.3 10.8 123

4B Citrato de Sodio
(Comparativo) pHde 5.5 5.7 70 2.9

Estos resultados demuestran que composiciones de la
invencién (como se representd por las Formulaciones 4B,
4C, y 4D) proporcionan estabilidad mejorada, y que la
sacarosa aflade beneficios estabilizantes adicionales.

EJEMPLIO 5

Este ejemplo demuestra que la produccién de una
composicién que comprende un conjugado que comprende el
anticuerpo monoclonal huMy9-6 acoplado quimicamente al
maytansinoide DM4, agente regulador, cantidad
tonicificadora de cloruro de sodio, y agua, con o sin un
surfactante.

Se prepardé un conjugado que comprende el anticuerpo

monoclonal huMy9-6 acoplado quimicamente al maytansinoide
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DM4 via un 4~ (2-piridilditio) butancato de  N-
succinimidilo {SPDB) enlazador {*huMy9-6-SPDB-DM4"),
usando los métodos descritos en la presente y conocidos
en el arte (ver, por ejemplo la Patente U.S. No.
6,441,163). Se formuldé 1 mg/ml del conjugado huMy9-6-
SPDB-DM4 en ya sea (a) asolucién salina regqulada con
fosfato {PBS), pH de 6.5, (b) 10 mM de citrato de sodio,
135 mM de NaCl, pH de 5.5, o (c) 10 mM de citrato de
sodio, pelisorbato de sodio al 0.01 %, 135 mM de NaCl, pH
de 5.5. Para confirmar la @estabilidad de 1las
formulaciones anteriormente descritas, se probaron
muestras de cada una de las formulaciones por 1la
presencia de particulas usando un contador de particulas
HIAC después de una incubacibén de seis meses a - 80 °C.
Se probaron también muestras de cada una de las
formulaciones por la presencia de especies de farmaco
libre como se describié anteriormente después de’ una
incubacién de seis meses a 4 °C o 25 °C. Los resultados

de estos andlisis se exponen en la Tabla 6.

Tabla 6

Agents NaCl | de»>Sum |Despudsde8messs

[Formulacién | Regulador [Surfactante | mM | despuésde
Gmesssa [ 4°C | 25°C
~80 °C
(Comparativo) Tdoss | Naa [ Nase [z [ 16 | so
58 Sodio, pr s7”8
o.pH | Nada | 135 12 | 2s
(Invenclén) “de 6.5
&C Sodio, ot 120 a0 138 76 2
o,pH [20ai0.01 % 11 3
(nvenclén) | 4o 5.5




10

15

20

25

57

Estos resultados demuestran que las composiciones de
la invencién (como se representaron por Formulaciones 58
Y 5C) protegidas contra la formacién de especies de
farmaco 1libre y particulas, y que la presencia de
polisorbato afiadié estabilidad adicional y proteccién
contra la formacién de particulas.

EJEMPLO 6

Este ejemplo demuestra 1la produccién de una
compesicién liofilizada que comprende un conjugado que
comprende el anticuerpo monoclonal huNS0l acoplado
quimicamente al maytansinoide DM1.

La generacién de un conjugado que comprende el
anticuerpo monoclonal humane huN901 acoplado quimicamente
al maytansinoide DMl via enlaces disulfuroc (“huN$01:DM1”)
ha sido previamente descrita {ver por ejemplo, la Patente
U.S. No. 6,441,163). Se prepararon cuatro formulaciones,
designadas Formulaciones 6A-6D. Cada formulacién contuvo
(a) 1 mg/ml de huN901-DM1l, (b) ya sea 10 mM de citrato de
sodic o 10 mM de succinato de sodio, (c) sacarosa al 0.5
% en peso/volumen, (d)250 mM de glicina, y (e) agua, con
© sin polisorbato 20 al 0.01 % en peso/volumen, a un pH

de 5.5, como se expone en la Tabla 7.



58

Tabla 7
Formulaciin_|Agents Regulador| ~Sufacianis | Grio oradisits de Garga|
rativo) | Cltrato de Sadio Nada Sacarosa Glicina
s |(comparaive | CMrsto de Sodo [Poorbato20] Sacarsa | cikine
(Comparmtivo) [Succinato de Sodid  Nada Sacarosa Glicina
(nvencion) [Succinata de Sodid| Polisorbato20|  Sacarosa Glicina

Se liofilizaron muestras de 1 ml de cada una de las
Formulaciones 6A-6D en frasquitos de 1 ml de conformidad

10 con el esquema de liofilizacidén citado en la Tabla 8.

Tabla 6
Ellptd-'LHlIIInlén Temparatura da Anaquel | Prealén de Chmarn Durscién da |a Etapa
_ (°C) {mTorm) (horas)
Pre-enfriamiento 4 Amblenta 25
Congeiacién 30 Amblents 1
Recrigiylizacidn de 20 Amblents 6
15 [ Re-congsiacion —;_:,i;f Amblants %_
. Sscado Primario - 100
Secado Sacundario 7| 1%2 10
Detmnaldn T Am -

Después de liofilizacién, las muestras de cada una

de las Formulaciones 6A-6D presentaron tortas blancas

20 uniformes, sélidas, y muestras de todas las formulaciones
resuspendidas rdpidamente (es decir, menos de 20 segundos
para disolucién completa) cuandoc se reconstituyeron en
agua destilada. Se analizaron las muestras reconstituidas

por apariencia visual y especies de alto peso molecular

25 por medio cromatografia por exclusién de tamafio por HPLC
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(SEC-HPLC). La presencia de material en forma de
particulas y/o una especie de alto peso molecular son
indicadores de inestabilidad y, por consiguiente, se
consideran indeseables, aunque una solucidén clara es
indicadora de una formulacién estable. Los resultados de

estos andlisis se exponen en la Tabla 9.

Tabla 9
Formulaclén Post-reconstitucion
Apariencla Alto PGSMO'OCI.Ilﬂr
(Com::ratlvo) FOpalescente,plrtlculasﬂ 03
6B
(compamuvo) Particulas 0
6C .
(Comparativo) Clara, sin particulas 0.39
6D .
(Invencion) Clara, sin particulas 0.05

Con base en estos resultados, la composicién
liofilizada de la invencién (es decir, la Formulacién 6D)
fue solamente la composicién que efectivamente previno la
formacidén de material en forma de particulas y especies
de alto peso molecular a partir de la liofilizacién. La
composicién liofilizada de la invencién fue la mas
estable de las formulaciones probadas.

EJEMPLO 7
Este ejemplo demuestra la estabilidad de una

composicién liofilizada que comprende un conjugado que

ol
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comprende el anticuerpo monoclonal huN901 acoplado
quimicamente al maytansinoide DM1.

Se prepard$ un conjugado que comprende el anticuerpoc
monoclonal huN901 acoplado quimicamente al maytansinoide
DM1 via un 4- (2- piridilditioc) pentancato (SPP)
enlazador (“huN901-SPP-DM1”) como se describe en la
presente. Se formularon 5 mg/ml del conjugado huN$01-SPP-
DMl en ya sea (a) PBS, pH de 6.5 y se almacendé como un
liquido o (b) 10 mM de succinato de sodio, sacarosa al
0.5 &, polisorbato al 0.01 %, 250 mM de glicina, pH de
5.5, y se liofilizé como se describe en el Ejemplo 6. Se
incubaron las muestras a 4 °C y 25 °C por 6 meses,
después de lo cual se probaron por la presencia de
particulas, dimeros del conjugado, y especies de farmaco

libre como se describe en la presente. Los resultados de

estos andlisis se exponen en la Tabla 10.
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Tabla 10
Apariencia % de Dimero % de Farmaco libre
Particulas Tiom
Formulacién Tiempo 0 6 meses Gsym) [USMPO | 6 meses Tc‘:mp 6 meses
4C 25°C 25°C «C |25¢c | [ec[ 25C
7A particulas y
(aﬁ;.';’:ﬂw, Clara sedimento Clara 1122 | s2 | 85 101 | 11 |16 ] 49
78 Torta sdiida Torta séiida Torta sblida
liofllizado blanca, 20-seg | blanca, 19-s8g bianca, 15-seg
(Invencién) tiempo de tiempo de tiempo de
reconstitucién, | reconstitucién, reconstituclén, 24 38 4.1 4.6 0.6 06 09
solucionclara | solucién olara solucién clara
sin particuias sin particulas sin particulas

IS

19
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Eatos resultados demuestran la estabilidad de la
composicién liofilizada de la invencién, como se pone en
evidencia por la reduccién en particulas, dimeros del
conjugado, y féarmaco 1libre en comparacién con las
composiciones liquidas formuladas en PBS.

Todas 1las referencias, incluyendo publicaciones,
solicitudes de patentes, y patentes, citadas se
incorporan a la presente como referencia en la misma
medida que 8i cada referencia fuera individual vy
especificamente indicada como incorporada como referencia
y se exponen integramente en la presente.

El uso de los términos “un, uno” y “el, la” y
similares referentes en el contexto de la descripcién de
la invencién (especialmente en el contexto de las
reivindicaciones siguientes) son para ser construidos
para cubrir tanto el singular como el plural, a menos gque
se indique de otra manera en la presente o se contradiga
claramente por el contexto. Los términos “gue comprende”,
“que tiene”, “que incluye”, y “que contiene” se
construyeron como términos de finalidad abierta (es
decir, que significan “que incluye, pero no se limita a”)
a mencs que se haga notar de cotra manera. La cita de

intervalos de valores en 1la presente es meramente

(o4
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prevista para servir como un método abreviado de
mencicnar individualmente a ca&a valor separado que caiga
en el intervalo, a menos gque se indique de otra manera en
la presente, y cada valor separado es incorporado en la
especificacién como si fuera citado individualmente en la
presente. Todos los métodos descritos en la presente
pueden ser realizados en cualquier orden adecuado a
menos gque se indique de otra manera o se contradiga
claramente de otra manera en el contexto. El1 usc de
alguno y de todos los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por
ejemplo, “tal como”) proporcionado en la presente, es
previsto meramente para iluminar mejor la invencién y no
presenta una limitacién en el alcance de la invencién a
menos que se reclamar de otra manera. Ninglin lenguaje en
la especificacién se construyé como indicador de
cualquier elementc no reclamado como esencial a 1la
préactica de la invencién.

Se describen en la presente modalidades preferidas
de la invencién, incluyendo el mejor modo de conocer a
los inventores para llevar a «cabo 1la invencién.
Variaciones de las modalidades preferidas pueden ser
obvias para los expertos en la materia a partir de 1la
lectura de la descripcién anterior. Los inventores
esperan que los expertos empleen dichas variaciones como

apropiadas, y los inventores pretenden que la invencién

I
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describe especificamente en la presente. Por
consiguiente, esta invencidn incluye todas las
modificaciones y equivalentes del tema citado en las
reivindicaciones anexas a la presente como permitidas por
la 1ey aplicable. Ademis, cualquier combinacién de los
elementos descritos anteriormente en todas las
variaciones posibles de los mismos estd abracada por la
invencién a menos que se indique de otra manera en la

presente o se contradiga claramente en el contexto.
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NOVEDAD DE LA INVENCION
Habiendo descrito 1la presente invencién, Se
5 considera comc novedad, y por lo tanto se reclama como

propiedad lo contenideo en las siguientes:

REIVINDICACIONES

10 1. Una composicién caracterizada porque comprende
(i) wuna cantidad efectiva terapéuticamente de un
conjugado que camprende un anticuerpo acoplado
quimicamente a un maytansinoide, {ii)un agente regulador,
(iii) un surfactante, (iv) una cantidad tonicificante de

15 cloruro de sodio, y (v) agua, en donde la composicién
tiene un pH de aproximadamente 5 - 6.

2. La composicidén de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque la concentracién
del conjugado en la composicién es de aproximadamente 0.1

20 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml.

3. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque la concentracién
del conjugado en la composicién es de aproximadamente 1

mg/ml o mas.
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4. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque la concentracién
del conjugado en la composicién es de aproximadamente 5
mg/ml.

5. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 4, caracterizada porque el
agente regulador es seleccionado del grupo gue consiste
de un regulador de citrato, un regulador de acetato, un
regulador de succinato, un regulador de fosfato, y un
regulador de histidina.

6. La composicidén de conformidad con la
reivindicacién 5, caracterizada porque la concentracién
del agente regulador en la composicién es de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM.

7. La composicibn de conformidad con la
reivindicacién 6, caracterizada porque la composicién
comprende un requlador de citrato de sodio en una
concentracién de aproximadamente 10 mM y el pH de la
composicién es de aproximadamente 5.5.

8. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 .- 7, caracterizada porque el
surfactante es polisorbato 20 o polisorbato 80.

9. La composicibn de conformidad con la
reivindicacién B8, caracterizada porque la concentracién

del surfactante en la composicién es de aproximadamente

|o¥
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0.002 % a aproximadamente 0.1 % del volumen total de la
composicién.

10. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizada porque el surfactante es
pelisorbato 20.

11. La composicién de conformidad con 1la
reivindicacidén 10, caracterizada porque la concentracién
de polisorbato 20 en la composicién es de aproximadamente
0.01 % del volumen total de la composicién.

12. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 11, caracterizada porgque la
concentracién de cloruro de sodio en la composicién es de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 500 mM.

13. La composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 12, caracterizada porque la concentracién
de cloruro de sodio en la composicién es de
aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200 mM.

14. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 13, caracterizada porque la concentracién
de cloruro de sodio en la composicién es de
aproximadamente 120 mM.

15. La composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 1, caracterizada porque 1la composicién
comprende (i) aproximadamente 5 mg/ml de un conjugado que

comprende huN901 acoplado quimicamente a DM1, (ii)
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aproximadamente 10 mM de regulador de citrato de sodio,
(iii) aproximadamente polisorbato 20 al 0.01 &, (iv)
aproximadamente 120 mM de cloruro de sodio, y (v) agua,
en donde el pH de la composicién es de aproximadamente
5.5.

le. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque comprende (i)
aproximadamente 1 mg/ml o mi&s de un conjugado que
comprende huMy9-6 acoplado quimicamente a DM1,
(ii)aproximadamente 10 mM de regulador de citrato de
sodio, (iii) polisorbato 20 al 0.01 %, {iv)
aproximadamente 135 mM de cloruro de sodio, y (v) agua,
en donde el pH de la composicién es de aproximadamente
5.5.

17. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque comprende (i)
aproximadamente 1 mg/ml o mAs de un conjugado que
comprende huMy9-6 acoplada quimicamente a DM4, (ii)
aproximadamente 10 mM de requlador de citrate de sodio,
(iii) aproximadamente 0.01 % de polisorbato 20, (iv)
aproximadamente 135 mM de cloruro de sodio, y (v) agua,
en donde el pH de la composicién es de aproximadamente

5.5.

o
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18. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 17, caracterizada porgque la
composicién comprende adicionalmente un antioxidante.

19. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizada porque la concentracidén
del antioxidante en la composicién es de aproximadamente
100 pM a aproximadamente 100 mM.

20. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 19, caracterizada porque el antioxidante
es 8Seleccionada del grupo que consiste de superédxido
dismutasa, glutatién peroxidasa, tocotrienoles,
polifenoles, zinc, manganeso, selenio, vitamina C,
vitamina E, beta caroteno, cisteina, y metionina.

21. La composicién de conformidad con la
reivindicaciébn 20, caracterizada porque el antioxidante
es metionina.

22. La composlcién de conformidad con la
reivindicacién 21, caracterizada porque la concentracién
de metionina en la composicién es de aproximadamente 10
mM.

23. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 22, caracterizad aporgque la
composicién comprende sacarosa.

24, La composicién de conformidad con 1la

reivindicacién 23, caracterizada porque la concentracién
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de sacarosa en la composicién es de aproximadamente 0.1 %
a aproximadamente 10 &% del volumen total de 1la
composicidn.

25. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 24, caracterizada porque la concentracién
de sacarosa en la composicién es de aproximadamente 5 %
del volumen total de la compoaicidn.

26. Una composicién empacada caracterizada porque
comprende un contenedor sellado y dispersa en él 1la
composicién de conformidad c¢on cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 26 y una capa sobrepuesta de gas
inerte.

27. La composicién empacada de conformidad con 1la
reivindicacién 26, caracterizada porque el gas inerte es
nitrégeno o argébn.

28. Un método para destruir una célula en un humano
caracterizada porque comprende administrar al humano una
composicién que comprende (i) wuna cantidad efectiva
terapéuticamente de un conjugadoc que comprende un
anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide, (ii)
un agente regulador, (iii) un surfactante, (iv} una
cantidad tonicificante de cloruro de sodio, y (v) agua,
en donde 1la composicién tiene un pH de aproximadamente 5

- 6, de modo que el anticuerpo enlaza a la superficie de



10

15

20

25

71

la célula y se activa la citotoxicidad del maytansinoide,
con lo cual la células es destruida.

29. El método de conformidad con la reivindicacién
28, caracterizado porque la concentracién del conjugado
en la composicidén es de aproximadamente 0.1 mg/ml a
aproximadamente 5 mg/ml.

30. E1 método de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque la concentraciédn del conjugado
en la composicién es de aproximadamente 1 mg/ml o mas.

31. El método de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque la concentracién del conjugado
en la composicién es de aproximadamente 5 mg/ml.

32. El método de conformidad con la reivindicacién
2B - 31, caracterizado porque el surfactante es
polisorbato 20 o polisorbato 80.

33. El método de conformidad con la reivindicacién
29, caracterizado porque el surfactante es polisorbato
20.

34. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28 - 33, caracterizado porque la
composicién comprende adicionalmente un antioxidante.

35. El método de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque el antioxidante es seleccionado
del grupo que consiste de superéxido dismutasa, glutatién

peroxidasa, tocotrienoles, polifenoles, zinc, manganeso,

(3
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y metionina.

36. E1 método de conformidad con la reivindicacibn
35, caracterizado porque el antioxidante es metionina.

37. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28 - 36, caracterizado porque la
composicidén comprende sacarosa.

38. Una composicién liofilizada caracterizada porque
comprende {i) una cantidad efectiva terapéuticamente de
un conjugade que comprende un anticuerpo acoplado
quimicamente a un maytansinoide, (ii) un agente
requlador, (iii) un surfactante, (iv) un crioprotector, y
{v) un ingrediente de carga, en donde la composicidn
tiene un pH de aproximadamente 5 - 6 cuando es
reconstituida con agua.

39. La composicién de conformidad con las
reivindicacionea 1 - 14 ¢ la reivindicacién 3B,
caracterizad aporque el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

40. La composicidén dé conformidad con la
reivindicacién 39, caracterizada porque el anticuerpo es
un anticuerpo monoclonal humanizado.

q1. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 39, caracterizada porque el anticuerpo es

seleccionado del grupo que consiste de huN90l1, huMy5-6,
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huB4, huC242, trastuzu@ab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y
rituximab.

42. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 14 o las reivindicaciones 38 -
41, caracterizada porque el maytansinoide comprende un
grupo tiol.

43. La composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 42, caracterizada porque el maytansinoide
es DM1.

44, La composiciébn de conformidad con la
reivindicacién 42, caracterizada porque el maytansinoide
es DMA4.

45. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 - 14 o 38 - 44, caracterizada
porque el anticuerpo es acoplado quimicamente al
maytansinoide via enlaces quimicos seleccionados del
grupo que consiste de enlaces disulfuro, enlaces &cido
labiles, enlaces fotoldbiles, enlaces peptidasa lé&biles,
enlaces tioéter, y enlaces estearasa labiles.

46. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 38-45, caracterizada porque el
agente regulador es seleccionado del grupo gque consiste
de un regqulador de citrato, un regulador de acetato, un
requlador de succinato, un regulador de fosfato, y un

reqgulador de histidina.

LS
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47. La composicién de conformidad con la

reivindicacién 46, caracterizada porque la composicién

comprende aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 2 mg
del agente regulador por mg del conjugado.

48. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 47, caracterizada porque la composicién
comprende aproximadamente 0.3 mg de regulador de
succinato de sodio por mg del conjugado.

49. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 38 - 48, caracterizada porgque el
surfactante es polisorbato 20 o polisorbato 80.

50. La composicién de  conformidad con la
reivindicacién 49, caracterizada porque la composicién
comprende aproximadamente 0.005 mg a aproximadamente 0.1
mg del surfactante por mg del conjugado.

51. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 50, caracterizada porque el surfactante es
polisorbato 20.

52. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 51, caracterizada porque la composicién
comprende aproximadamente 0.02 mg de polisorbato 20 por
mg del conjugado.

53. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 38 - 52, caracterizada porque la

composicién comprende aproximadamente 0.5 mg a

(6
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aproximadamente 5 mg del crioprotector por mg del
conjugado.

54. La composicién de conformidad c¢on 1la
reivindicacién 53, caracterizada porque el crioprotector
es sacarosa.

55. La composicién de conformidad con 1la
reivindicacién 54, caracterizada porque la composicién
comprende aproximadamente 1 mg de sacarosa por mg del
conjugado.

56. La composicién de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 38 - 55, caracterizada porque la
composicidn comprende aproximadamente 2 ng a
aproximadamente 20 mg del ingrediente de carga por mg del
conjugado.

57. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 56, caracterizada porque el ingrediente de
carga es glicina.

58. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 57, caracterizada porque la composicién
comprende aproximadamente 3.8 mg de glicina por mg del
conjugado.

59. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 38, caracterizada porque la composicién
comprende (i) un conjugado que comprende huNS901 acoplado

quimicamente a DM1l, (ii) aproximadamente 0.3 mg de

Ao
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requlader de succinato de sodic por mg de conjugado,
(iii) aproximadamente 0.02 mg de poliscrbato 20 por mg
del conjugado, (iv) aproximadamente 1 mg de sacarosa per
mg del conjugado, y (v) aproximadamente 3.8 mg de glicina
por mg del conjugado.

60. Un método para destruir una célula en un humano,
caracterizado porque comprende (a) proporcionar 1la
composicién liofilizada de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 38 - 59, (b) afladir agua a la
composaicién liofilizada para proporcionar una compeosicién
reconstituida, Y (c)administrar la composicidn
reconstituida al humano de modo que el anticuerpo enlace
a la superficie de la célula y la citotoxicidad del

maytansinoide es activada, con lo cual la célula es

destruida.
61. El método de conformidad con las
reivindicaciones 28 - 37 o 1la reivindicacién 60,

caracterizado porque la células es una célula tumoral.
62. El método de conformidad con las
reivindicaciones 28 - 37 o las reivindicaciones 60 - 61,
caracterizado porque el anticuerpoc es un anticuerpo
monoclonal.
63. El1 método de conformidad con la reivindicacién
62, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal humanizado.

|3
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.62, caracterizado porgue el anticuerpo es selecclonado

del grupo que consiste de huN90l1l, huMy9-6, huB4, huC242,
trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab y rituximab.

65. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 - 64, caracterizado porque el
maytansinoide comprende un grupo tiol.

66. E1l método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el maytansinoide es DM1.

67. E1l método de conformidad con la reivindicacién
65, caracterizado porque el maytansinoide es DM4.

68. E1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28 - 37 o las reivindicaciones 60 - 67,
caracterizado porque el anticuerpo es acoplado
quimicamente al maytansinoide via enlaces quimicos
seleccionades del grupo que consiste de enlaces
disulfuro, enlaces &cido l&biles, enlaces fotolabiles,
enlaces peptidasa labiles, enlaces tioéteres, y enlaces
estearasa labiles.

69. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28 - 37 o© cualquiera de las
reivindicaciones 60 - 68, caracterizado porque el
anticuerpo enlaza a wun antigeno presente scbre la

superficie de la célula.
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70. El método de conformidad con la reivindicacién
69, caracterizado porque el antigenc es seleccionado del
grupo que consiste de NCAM/CD56, CD33, CD19, GD,;, CanAg,
PSMA, receptor de alfa-folato, Her2/neu, CD44vé6, antigeno
pancredtico fetoacinar (FAP), Cripto-1, CA6, CD20,
CA55.1, MN/CAI X, proteoglican sulfato de condroitina.

71. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 - 70, caracterizado porque 1la
concentracién del conjugado en la composicién
reconstituida es de aproximadamente 0.1 mg/ml a
aproximadamente 5 mg/ml.

72. El método de conformidad con la reivindicacién
71, caracterizado porque la concentracién del conjugado
en la composicién reconstituida es de aproximadamente 1
mg/ml o mAs.

73. El método de conformidad con la reivindicacién
71, caracterizado porgque la concentracidén del conjugado
en la composicién reconstituida es de aproximadamente 5
mg/ml.

74. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 - 73, caracterizade porque el agente
regulador es seleccionado del grupo que consiste de un
regqulador de citrato, un requlador de acetato, un
requlador de succinato, un regulador de fosfato, y un

regulador de histidina.
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75. El método de conformidad con la reivindicacién
74, caracterizado porque la concentracién del agente
regulador en la composicién reconstituida es de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 50 mM.

76. E1 método de conformidad‘con la reivindicacién
75, caracterizado porque la composicién reconstituida
comprende un requlador de succinato de sodio en una
concentracién de aproximadamente 10 mM y el pH de la
composicién reconstituida es de aproximadamente 5.5.

77. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 - 76, caracterizado porque el
surfactante es polisorbato 20 o polisorbato 80.

78. El1 método de conformidad con la reivindicacién
77, caracterizado porque la concentracién del surfactante
en la composicién reconstituida eas de aproximadamente
0.002 & a aproximadamente 0.1 % del volumen total de la
composicidén reconsatituida.

79. E1 método de conformidad con la reivindicacién
78, caracterizada porque el surfactante es polisorbato
20.

80. El método de conformidad con la reivindicacién
89, caracterizado porque la concentracién de polisorbato
20 en la composicién reconstituida es de aproximadamente

0.01 & del volumen total de la composicién reconstituida.
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81. El métode de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 -80, caracterizado porque 1la
concentracién del crioprotector en la composicidn
reconstituida es de aproximadamente 0.1 ] a
aproximadamente 3 % del volumen total de la composicién
reconstituida.

82. El1 método de conformidad con la reivindicacién
Bl, caracterizado porque el crioprotector es sacarosa.

83. E1l método de conformidad con la reivindicacién
82, caracterizado porque la concentracién de sacarosa en
la composicién reconstituida es de aproximadamente 0.5 &
del volumen total de la composicién reconstituida.

84. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 60 - B3, caracterizado porque la
concentracién del ingrediente de carga en la composicidn
reconstituida es de aproximadamente 50 M a
aproximadamente 500 mM.

85. El método de conformidad con la reivindicacién
84, caracterizado porque el ingrediente de carga es
glicina.

86. El método de conformidad con la reivindicacién
85, caracterizado porque la concentracién de glicina en

la composicién reconstituida es de aproximadamente 250

mM.
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87. El1 método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 28 - 37 o las reivindicaciones 60 - 86,
caracterizado porque la composicién es administrada al
humano intravenosa, intraperitoneal, o intratumoralmente.

88. Una composicién caracterizada porque comprende
(i) una cantidad efectiva terapéuticamente de un
conjugado que comprende un anticuerpo acoplado
quimicamente a un maytansinoide, (ii) un agente
regulador, (iii) una cantlidad tonicificante de cloruro de
sodio, y (iv) agua, en donde la composicién tiene un pH
de aproximadamente 5 - 6.

89. Un método para destruir una célula en un humano
caracterizado porque comprende administrar al humano una
composicidén que comprende (i) una cantidad efectiva
terapéuticamente de wun conjugado que comprende un
anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide, (ii)
un agente regulador, (iii) una cantidad tonicificante de
cloruro de sodio, y (iv) agua, en donde la composicién
tiene un pH de aproximadamente S - 6, de modo gqgue el
anticuerpo enlaza a la superficie de la célula y la
citotoxicidad del maytansinoide es activada, con lo cual
la célula es destruida.

90. Una composicién liofilizada caracterizada porque
comprende (i) una cantidad efectiva terapéuticamente de

un conjugado que comprende un anticuerpo acoplado



10

15

20

25

82

quimicamente a un maytansinoide, {ii) un agente
regulador, (iii) un crioprotector, y (iv}) un ingrediente
de carga, en donde la composicién tiene un pH de

aproximadamente 5 - 6 cuando es reconstituida con agua.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién proporciona una composicién liquida y
una composicién liofilizada que comprende una cantidad
efectiva terapéuticamente de un conjugado que comprende
un anticuerpo acoplado quimicamente a un maytansinoide.
La invencién proporciona adicionalmente un método para
destruir wuna célula en un humano que comprende
administrar al humano cualquiera de las composiciones de
modo que el anticuerpo enlace a la superficie de la
célula y es activada la citotoxicidad del maytansinoide,

con lo cual es destruida la célula.
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WRITTEN OPINION OF THE : International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004015376

Box No.1 Basls of the oplnlon

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the international application in
the language in which it was filed, uniess otherwiss indicated under this itam.

0 This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
langu . which s the language of a translation fumished for the puposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b}).

2. With regard to any nucleotide andior amino acld sequence disclosad in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been astablishad on the basis of:

a. type of material:
O a sequence listing
[0 table{s) related to the sequencs listing
b. format of material:
O in writien format
O in computer readable form
¢. time of filingfumishing:
O contained in the imtemational application as filed.
OO0 filed together with the interational application in computer readable form.
O fumished subsequently to this Authority for tha purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr tabia relating thereto
i ™
appropriate, were fumished.

4. Additional comments:

Box No.l Priority

1. & The validily of the priarity claim has not besn consiisred because the intemational Searching Authority
does not have in its possession a copy of the earfier application whose priority has been claimed or, where
required, a translation of that earlier application. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimed due o the fact that the priority claim
has baen found invahid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposea of this opinion, the intemational
filing date indicaled abova is considered to be the slevant date.

3. Additional observations, i necessary:
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004015376

Box No. lll Non-sstablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabliity

The questions whether the claimed invention appears tn be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in raspect of:

O
&

the entire international application,
claims Nos. 28-37,60,61-87,89

becatse:

O

the said intemational application, or the sald claims Nos. 28-37,60,61-87,89 relate ip the following
subject matter which does not require an intemational preiminary examination {spacify).

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate pariicular elements below) or said claims Noa.  are so
unclaar that no meaningful apinion could be formed ¢{specity):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
coukd be formed.

no intemational search report has been astabiished for the whole application or for said claims Nos.

the nucleotide andlor amino acid sequence listing does not comply with the standard peovided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form 0 has not been fumished
0 does not comply with the standard
the computer readable foom 1 has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequenca ligting, ¥ in computer readable form only, do
not comply with the tachnical requirements pravidad for in Annex C-bis of the Adminisirative Instructions.

See separate sheet for further details
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCTAUS2004/015376
Re item IIl.

{il.1 Claims 28-37,60,61-87,89 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Re Item V.
V.1 Reference is made to the following documents:
D1 : US 2002/001587 A1 (ERICKSON SHARON ET AL) 3 January 2002
D2 : WO 01/00244 A {(GENENTECH, INC; ERICKSON, SHARON; SCHWALL,
RALPH; SLIWKOWSKI, MARK, X) 4 January 2001 (2001-01-04)
D3 : WO 01/24763 A (IMMUNOGEN, INC; CHARI, RAVI, V., J) 12 April 2001
D4 : WO 97/04801 A (GENENTECH, INC) 13 February 1997 (1997-02-13)

V.2 D1 concerns a composition comprising a maytansinoid-antibody conjugate a buffer
(e.g. sodium succinate at pH 5.0), a surfactant (e.g. polysorbate), a bulking agent,
sodium chioride, and sucrose.

D2 discloses maytansinoid-antibody conjugates and compositions comprising the
same where the compositions contain a buffer, a surfactant, a cryoprotectant, a
bulking agent, and salt-forming counter-ions such as sodium.

D3 concemns a composition comprising a conjugate (antibody+maytansinoid),
buffering agent (phosphate), surfactant (ethanol), sodium chloride, water at a pH of
about 6.5..

D4 concerns stable lyophilized protein formulations which can be reconstituted with a
suitable diluent to generate a high protein concentration reconstituted formulation,
suitable for subcutaneous administration.

V.2 Novelty, inventive step and Industrial applicabillty (Art. 33 PCT).

2.1 The present application concems a composition comprising a maytansinoid antibody
conjugate, a buffering agent, a surfactant, NaCl, water where the composition has a
pH of about 5-6; a lyophilized composition comprising a maytansinoid-antibody

Form PCTASA/237 (Seporate Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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IN THE IPEA/EP
International application No. | International filing date (dawmonth/year) | (Earliest) Priority date (dawmonth/year)
PCT/US2004/015376 14 May 2004 (14.05.2004) 14 May 2003 (14.05.2003)
Title of invention

DRUG CONJUGATE COMPOSITION

Applicant(s)
IMMUNOGEN, INC.

RESPONSE TO WRITTEN OPINION

IPEA/EP
Attention: Examiner Pinheiro
D-80298 Munich
GERMANY
Dear Exeminer Vieira E. Pinheiro,
In response to the Written Opinion dated June 16, 2005, please find enclosed
substitute sheets numbered 30-38. Please also consider the following remarks.

Substitute Sheets

The substitute sheets serve to effect amendments to the claims. Originally filed
independent claims 1, 28, 38, and %0 (now claims 1, 27, 37, and 86) have been amended to
incorporate specific buffering agents that were originally present in now cancelled dependent
claims. The amended claims are fully supported in the originally filed specification.
Originally filed claims 5, 8, 32, 46, 49, 74, 77, and 88-89 have been cancelled. The
remaining claims have been re-numbered so that they are consecutive, and their dependencies
have been amended accordingly. No new matter has been added.

The Written Opinion

The IPEA asserts that original claims 1-90 (now claims 1-88) lack novelty under PCT
Article 33(2) as being anticipated by Erickson et al. (U.S. Patent Application No.
2002/001587), Genentech (WO 01/00244), ImmunoGen (WO 01/24763), and Genentech
(WO 97/04801), which are referemed to as D1-D4, respectively. The IPEA asserts that
original claims 1-90 (now claims 1-88) lack an inventive step under PCT Article 33(3) as



International application No. PCT/US2004/015376 LVM 228670

being obvious in view of the above-identified documents, cited in the intemational search
report. The IPEA considers original claims 28-37, 60-87, and 89 (aow claims 27-36, 60-85)
to lack industrial applicability under PCT Article 33(4). Reconsideration is hereby requested.

The Present Invention

The present invention, as defined by the amended claim set, is a composition comprising
an antibody-maytansinoid conjugate, a particular buffering agent, a surfactant, sodium chloride,
and water, at a pH of about 5-6, as well as a related lyophilized composition with and without a
surfactant, end related methods of using such compositions. The inventive compositions have
improved stability as compared to other compositions, as evidenced by the data set forth in the
application (see Examples).

Discussion of Examiner's Observations

Originally filed independent claims 1, 28, 38, and 90 (now claims 1, 27, 37 and 86)
have been amended to recite specific buffering agents in the inventive composition. None of
the cited references discloses or suggests a composition with the particular combination of
components recited in the pepding claims, and, therefore, the pending claims define novel and
inventive subject matter.

D1 discloses an ErbB receptor antibody-maytansinoid immunoconjugate. However,
D1 provides no direction to assist one skilled in the art in choosing perticular agents for the
antibody-maytansinoid conjugate composition, let alone the particular combination of recited
components in the pending claims. D1 discloses a lsundry list of carriers, excipients, and
gtabilizers such as buffers, as well as antioxidants, preservatives, low molecular weight
polypeptides, proteins, hydrophilic polymers, amino acids, disaccharides, chelating agents,
sugars, salt-forming counter-ions, metal complexes, and non-ionic surfactants, etc. (s;:e pages
22-23, especially paragraph 0202). Such a list gives only general guidance as to how to
formulate pharmaceutical compositions and does not address the specific requirements of
formuleting a composition containing an antibody-drug conjugate. Given the enormous
number of potential combinations of the listed carriers, excipients, and stabilizers and the
absence of further guidance in D1 as to which are preferred, this general guidance cannot be
considered as disclosing or suggesting the compositions of the present invention,
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D1, thus, provides little practical direction to assist one skilled in the art in choosing
particular agents for formulation of an antibody-maytansinoid conjugate composition, let
alone the particular combination of recited components in the pending claims, nor does it
disclose the final pH at which the formulation will work. Yet the choice of components and
final pH range are quite importanl. As shown in the examples of the instant application as
well as the accompanying declaration of Godfrey Amphlett, the antibody-maytansinoid
conjugate formulations containing the claimed buffers exhibited increased stability, and those
formulations that did not contain those buffers had decreased stability. Therefore, D1 is not
an anticipatory reference, nor does it render obvious the present invention.

D2 is virtually identical to D1 and suffers the same deficiencies. D2 does not teach or
suggest the particular combination of componeuts recited in the pending claims. Therefore,
D2 is not an anticipatory reference, nor does it render obvious the present invention.

D3 teaches an antibody-drug conjugate used in combination with an additional
chemotherapeutic agent.  While D3 discloses that the immunoconjugate and the
chemotherapeutic agent may be used with suitable pharmaceutically acceptable carriers,
diluents, and/or excipients, such as Dulbecco’s phosphate buffer, saline, or dextrose (see page
29, lines 13-27), D3 does not disclose or suggest the particular combination of components
recited in the pendiﬁg claims. Therefore, D3 does not anticipate or render obvious the present
invention.

D4 discloses lyophilized protein compositions. While the protein may be an antibody,
D4 does not teach or suggest a composition containing an antibody-maytansinoid
immunoconjugate, let alone a composition containing the particular combination of
components recited in the pending claims. Therefore, D4 does not anticipate or render
obvious the present invention.

As regards the observations concerning industrial applicability, Applicant will address
any industrial applicability issues in the regional/national phase.

Conclusion

In view of the amendments and remarks, the application is considered to be in good and
proper form, and the Examiner is respectfully requested to indicate the acceptability of the
present application in the International Preliminary Examination Report. If, in the opinion of
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the Examiner, a telephone conference would be of assistance in considering the present
application, the Examiner is invited to call the undersigned attorney.

Respectfully submitted,

LEYDIG, VOIT & MA LTD.
Two Prudentiat Plaza, Suite 4900
Chicago, Illinois 60601-6780 (US)
(312) 616-5600 (telephone)

(312) 616-5700 (facsimile)
Date:  September 16, 2005
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1. A composition comprising (i) a therapeutically effective amount of a
conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering
agent selected from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride,
and (v) water, wherein the composition has a pH of about 5-6.

2, The composition of claim 1 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate 80.

3 The composition of any of claims 1-2, wherein the concentration of the
conjugate in the composition is about 0.1 mg/ml. to about 5 mg/mL.

4, The composition of claim 3, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 1 mg/mL or more.

5. The composition of claim 3, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 5 mg/mL.

6. The composition of any of claims 1-5, wherein the concentration of the
buffering agent in the composition is abont 2 mM to about 50 mM.

7. The composition of claim 6, wherein the composition comprises a sodium
citrate buffer at a concentration of about 10 mM and the pH of the composition is about 5.5.

8. The composition of any of claims 1-7, wherein the concentration of the
surfactant in the composition is about 0.002% to about 0.1% of the total volume of the
composition

9. The composition of any of claims 1-8, wherein the surfactant is polysorbate

10.  The composition of claim 9, wherein the concentration of polysorbate 20 in

the composition is about 0.01% of the total volume of the composition.

11.  The composition of any of claims 1-10, wherein the concentration of sodim
chioride in the composition is about 50 mM to about 500 mM.

|40
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12.  The composition of claim 11, wherein the concentration of sodium chloride in
the composition is about 100 mM to about 200 mM.

13.  The composition of claim 12, wherein the concentration of sodinm chloride in
the composition is about 120 mM.

14.  The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 5
mg/mL of a conjugate comprising huN901 chemically coupled to DM]1, (i) about 10 mM
sodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 120 mM sodium chloride,
and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

15. The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 1
mg/mL or more of s conjugate comprising huMy9-6 chemically coupled to DML, (ii) about
10 mM sodium citrate buffer, (iif) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodium
chioride, and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

16.  The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 1
mg/mL or more of a conjugate comprising huMy9-6 chemically coupled to DM4, (ii) 2bout
10 mM sodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodum
chloride, and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

17.  The composition of any of claims 1-16, wherein the composition further
comprises an antioxidant.

18.  The composition of claim 17, wherein the concentration of the antioxidant in
the composition is 2bout 100 pM to about 100 mM.

19. The composition of claim 18, wherein the antioxidant is selected from the
group copsisting of superoxide dismntase, ghitathione peroxidase, tocotrienols, polyphenols,
zinc, manganese, selenium, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, and methionine.

20. The composition of claim 19, wherein the antioxidant is methionine.

21.  The composition of claim 20, wherein the concentration of methionine in the
composition is about 10 mM.
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22.  The composition of any of claims 1-21, wherein the composition comprises
sucrose.

23.  The composition of claim 22, wherein the concentration of sucrose in the
composition is about 0.1% to about 10% of the total volume of the composition.

24. The composition of claim 23, wherein the concentration of sucrose in the
composition is about 5% of the total volume of the composition.

25. A packaged composition comprising a sealed container and dispersed therein
the composition of any of claims 1-24 and an inert gas overlay.

26. The packaped composition of claim 25, wherein the inert gas is nitrogen or
arpon.

27.- A method for Idlling a cell in a hunan comprising administering to the human
a composition comprising (i) a therapeutically effective amount of a conjugate comprising an
antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) 2 buffering agent selected from the group
consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate buffer, and a histidine buffer, (iii)
a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride, and (v) water, wherein the
composition has a pH of about 5-6, such that the antibody binds to the surface of the cell and
the cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

28. The method of claim 27 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate 80.

29.  The method of claim 28, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 0.1 mg/mL to about 5 mg/mL.

30. The method of claim 29, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about I mg/ml or more.

31.  The method of any of claims 28-29, wherein the concentration of the
conjugate in the composition is about 5 mg/ml..

32.  The method of any of claims 28-29, wherein the surfactant is polysorbate 20.
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33.  The method of any of clzims 27-32, wherein the composition further
comprises an antioxidant.

34.  The method of claim 33, wherein the antioxident is selected from the group
consisting of superoxide dismutase, glutathione peroxidase, tocotrienols, polyphenols, zinc,
manganese, selenium, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, and methionine.

35. The method of claim 34, wherein the antioxidant is methionine.

36. The method of any of claims 23-35, wherein the composition comprises
sucrose.

37.  Alyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective amount of
a conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering
agent is selected from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a surfactant, (iv) a cryoprotectant, and (v) a bulking agent,
wherein the composition has a pH of about 5-6 when reconstituted with water.

38.  The composition of claim 37 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate BO.

39.  The composition of any of claims 1-13 or claim 37, wherein the antibody is a
monoclonal antibody.

40. The composition of claim 39, wherein the antibody is a humanized
monoclonal antibody.

4]1.  The composition of claim 38, wherein the antibody is selected from the group
consisting of huN901, uMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab,

42. The compotition of any of claims 1-13 or claima 37-41, wherein the
maytansinoid comprises a thiol group.

43.  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DM1.

44.  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DM4.
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45.  The composition of any of claims 1-13 or 37-44, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytansinoid via chemical bonds selected from the group
consisting of disulfide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds,
thioether bonds, and esterase labile bonds.

46.  The composition of any of claims 37-45, wherein the composition comprises
about 0.1 mg to about 2 mg of the buffering agent per mg of the conjugate.

47.  The composition of claim 46, wherein the composition comprises about 0.3
mg sodium succinate buffer per mg of the conjugate.

48.  The composition of any of claims 37-47, wherein the composition comprises
about 0.005 mg to about 0.1 mg of the surfactant per mg of the conjugate.

49.  The composition of any of claims 38-48, wherein the surfactant is polysorbate
20.

50. The composition of claim 49, wherein the composition comprises about 0.02
mg polysorbate 20 per mg of the conjugate.

51.  The composition of any of claims 37-50, wherein the composition comprises
about 0.5 mg to about 5 mg of the cryoprotectant per mg of the conjugate.

52. The composition of any of claims 37-51, wherein the cryoprotectant is
selected from the group consisting of glycerol, dimethyl sufoxide, polyethylene glycol,
dextran, glucose, and trehalose.

53.  The composition of any of claims 37-52, wherein the bulking agent is selected
from the group consisting of glycine, mannito! and dextran.

54,  The composition of claim 51, wherein the cyroprotectant is sucrose.

55. The composition of claim 54, wherein the composition comprises about 1 mg
sucrose per mg of the conjugate.

et
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56.  The composition of any of claims 37-55, wherein the composition comprises
about 2 mg to about 20 mg of the bulking agent per mg of the conjugate.

57.  The composition of claim 56, wherein the bulking agent is glycine.

58.  The composition of claim 57, wherein the composition comprises about 3.8
mg glycine per mg of the conjugate.

59. The composition of claim 37, wherein the composition comprises (i) a
conjugate comprising buN901 chemically coupled to DM1, (i) about 0.3 mg sodium
succinate buffer per mg of the conjugate, (iii) about 0.02 mg polysorbate 20 per mg of the
conjugate, (iv) about 1 mg sucrose per mg of the conjugate, and (v) about 3.8 mg glycine per
mg of the conjugate.

60. A method for killing a cell in a human comprising (a) providiog the
lyophilized composition of any of claims 37-59, (b) adding water to the lyophilized
composition to provide a reconstituted composition, and (c) administering the reconstituted
composition to the human such that the antibody binds to the surface of the cell and the
cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

61. The method of any of claims 27-36 or claim 60, wherein the cell is a tumor
cell.

62. The method of any of claims 27-36 or claims 60-61, wherein the antibody is a
monoclonal antibody.

63. The method of claim 62, wherein the antibody is 2 humanized monoclonal
" antibody.

64. The method of claim 62, wherein the antibody is selected from the group
consisting of huN901, huMy9-6, huB4, huC242, trestuzumab, bivatuzumab, sibrotuzzimab,

and rituximab.

65. The method of any of claims 27-36 or any of claims 6§0-64, wherein the
maytansinoid comprises a thiol group.

66. The method of claim 65, wherein the maytansipoid is DM1.
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67.  The method of claim 65, wherein the maytansinoid is DM4.

68.  The method of any of claims 27-36 or claims 60-67, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytansinoid via chemical bonds selected from the group
consisting of disuifide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds,
thipether bonds, and esterase labile bonds.

69. The method of any of claims 27-36 or any of claims 60-68, wherein the
antibody binds to an antigen present on the surface of the celi

70.  The method of claim 69, wherein the antigen is selected from the group
consisting of NCAM/CDS56, CD33, CD19, GD,, CanAg, PSMA, alpha-folate receptor,
Her2/neu, CD44v6, fetoacinar pancreatic (FAP) antigen, Cripto-1, CA6, CD20, CAS5.1,
MN/CA IX, and chondroitin suifate proteoglycan.

71.  The method of any of claims 60-70, wherein the concentration of the
conjugate in the reconstituted composition is about 0.1 mg/mL to about 5 mg/mL.

72.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugate in the
reconstituted composition is about 1 mg/ml or more.

73.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugate in the
reconstituted composition is about 5 mg/mL.

74.  The method of any of claims 60-73, wherein the concentration of the buffering
agent in the reconstituted composition is about 2 mM to about 50 mM.

75.  The method of claim 74, wherein the reconstituted composition comprises a
sodiumn succinate buifer at a concentration of about 10 mM and the pH of the reconstituted
composition is about 5.5.

76.  The method of any of claims 60-75, wherein the concentration of the
surfactant in the reconstituted composition is about 0.002% to about 0.1% of the total volume
of the reconstituted composition.

77.  The method of claim 76, wherein the surfactant i3 polysorbate 20.
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78.  The method of claim 77, wherein the concentration of polysorbate 20 in the
reconstituted composition is about 0.01% of the total volume of the reconstituted
composition.

79.  The method of any of claims 60-78, wherein the concentration of the
cryoprotectant in the reconstituted composition is about 0.1% to about 3% of the total volume
of the reconstituted composition.

80. The method of claim 79, wherein the cyroprotectant is sucrose.

8l. The method of claim 80, wherein the concentration of sucrose in the
reconstituted composition is about 0.5% of the total volume of the reconstituted composition.

82.  The method of any of claims 60-81, wherein the concentration of the bulking
agent in the reconstituted composition is about S0 mM to about 500 mM.

83.  The method of claim 82, wherein the bulking agent is glycine.

84. The method of claim 83, wherein the concentration of glycine in the
reconstituted composition is about 250 mM.

85. The method of any of claims 26-36 or claims 57-84, wherein the composition
is administeted to the human intravenously, intraperitoneally, or intraturnorally.

86. A lyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective amount of
a conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (if) a buffering
agent selected from the group consisting of & citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a cryoprotectant, and (iv) a bulking agent, wherein the
composition has a pH of about 5-6 when reconstituted with water.

87.  The compoasition of claim 86, wherein the cryoprotectant is selected from the

group consisting of glycerol, dimethyl sufoxide, polyethylene glycol, dextran, glucose, and
trehalose.
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Y, Godfrey Amphlett, herehy declare that;

1. I am the Exceutive Director of Process and Product Developmeat of ImmimoGen,
Inc., and ons of the co~inventors of the subject mattor disolosed and claimed in the mbjeot
patent application.

2. The effect of tho buffer an the stability of an antibody-maytansinoid conjugate was
evahiated aver tims by svaluating campositions comprising an antibedy-maytansinoid
conjugate md diffarent buffars.

3 In cns set of experiments, two sets of the following two compositions were propared:
(1A) 10 mM sodium citrate, 5% sucroso, 130 mM glycine, 0.1% polysarbate 80, pH 5.5, (1B)
10 mM histidina/histidine chlorids, 5% sucrose, 130 mM glycins, pH 5.5, with each
composition algo comprising 5 mg/m) of a canjugate comprising the huC242 monoclonal
antibody ohomically coupled to the maytansineld DM4 via an N-guccinfmidy] 4-(2-
pyridyldithio)butanoats (SPDB) linker (“hnC242-SPDB-DM4™). One set of the two
compositions was maintained at 2-8* C for 3 months, and the other set of the thyee
compositions was maintained at 25° C for 3 months, Tha conjugate aggregate contont (% all
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high molecular weight speciss) of cach camposition in each sot of the two compositions was
measared at initia] time and at three months. The results are st forth in Teble 1,

Table 1: conigpteamcmm

Formmlation | Buffer Agerogato (%)

To 2-8°C, 3 month 25°C, 3 menth
1A Citrate 3.2 3.7 59
1B Histidine 24 23 38

The results shown in Tabls 1 reflect that Composition 1B (containing histidine buffer) is st
least as effective as Compasition 1A (containing citrate buffer) st proventing aggrogate
formation on storage, thus demonstrating the stabllizing affect of histidino buffer.

4, In another got of expetiments, the following seven compositions were prepared: (ZA)
FBS, pH 6.5, (2B) 10 mM sodinm citrate, pH 5.5, (2C) 10 mM sodium citrate, pH 5.0, (2D)
10 mM sodium succinats, pH 5.5, (2E) 10 mM sodhm succinate, pH 5.0, 2F) 10 mM
sodium scetats, pH 5.5, and (2G) 10 mM sodinm acetate, pH 5.9, with each composition slso
comprising 1mg/ml of a conjugate comprising the huN901 monoclonal antibody chemically
cotpled to the maytansinoid DM1 vie an N-succinimidyl 4~(2-pyridyldithio)peatantonte
(SPF) linker (“huN901-SPP-DM1"). The compositions were incubated at 25° C for 4
menths, and then the conjugaie aggrapgats coptent (% dimer) end fall drag contemt (%) were
mensured for each composition. The results are set forth in Table 2.
Mwmmw

Conjugate Dimer Free Drug (%)
(%) after 4 months | after 4 months
—_— at25°C 2t 25°C

Z2A PBS, pH 6.5 1.9 . 2.6
B sodinm citratn, pH 5.5 10 L5
2C sodium cimate, pH 5.0 1.2 1.2
2D sodinm sucoinate, pH 5.5 | 14 1.6
28 sodium succinate, pHS5.0 | 1.2 1.1
pa sodium acotats, pH 5.5 1.7 1.4
2G . | sodium acetate, pH 5.0 1.3 12

The results shown in Tahle 2 refleot that Compositions 2B-2G exhibited Jass oonjugate
aggregato and free dmg contents as contpared to Composition 2A, thereby evidencing the
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greater stabilizing effect of citrate, sucinate, and acetats buffers (Compositions 2B-24) sa
compared to phosphate buffer (Composition 2A) in maintaining the stability of an antibody-

5. I berebry declare that all statements mado herein of my own knowledge aro trus, that
all statements made an information sad belief are belisved to ba true, and that willful false

statements may jeopardies the validity of the epplication or any patent issued thereon.

pue: Seplewdoor 15,2005 C cddnes, w

Godfrey Amphisir™
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Amendments made in Applicants’ Response to Written Opinion

1. A composition comprising (i) a therapeutically effective amount of a
conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a2 buffering
agent sclected from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride,
and (v) water, wherein the composition has a pH of about 5-6.

2. The composition of claim 1 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate 80.

3. The composition of any of claims 1-2, wherein the concentration of the
conjugate in the composition is about 0.1 mg/mL to about 5 mg/mL.

4, The composition of claim 3, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 1 mg/mL or more.

5. The composition of claim 3, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 5 mg/ml.

6. The composition of any of claims 1-5, wherein the concentration of the
buffering agent in the composition is about 2 mM to about 50 mM.

7. The composition of claim 6, wherein the composition comprises a sodinm
citrate buffer at a concentration of about 10 mM and the pH of the composition is about 5.5.

8. The composition of any of claims 1-7, wherein the concentration of the
surfactant in the composition is about 0.002% to about 0.1% of the total volume of the
composition.

9. The composition of any of claims 1-8, wherein the surfactant is polysorbate

10.  The composition of claim 9, wherein the concentration of polysorbate 20 in
the composition is about 0.01% of the total volume of the composition.
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11.  The composition of any of claims 1-10, wherein the concentration of sodium
chloride in the composition is about 50 mM to about 500 mM.

12.  The composition of claim 11, wherein the concentration of sodium chloride in
the composition is about 100 mM to about 200 mM.

13.  The composition of claim 12, wherein the concentration of sodium chloride in
the composition is about 120 mM.

14.  The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 5
mg/mL of a conjugate comprising huN901 chemically coupled to DM, (ii) about 10 mM
sodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 120 mM sodium chloride,
and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

15. The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 1
mg/mL or more of a conjugate comprising luMy9-6 chemically coupled to DM], (ii) about
10 mM sodium citrate buffer, (iii} about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodinm
chloride, and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

16. The composition of claim 1, wherein the composition comprises (i) about 1
mg/mL or more of a conjugate comprising huMy9-6 chemically coupled to DM4, (ii) about
10 mM sodium citrate buffer, (iii) about 0.01% polysorbate 20, (iv) about 135 mM sodium
chloride, and (v) water, wherein the pH of the composition is about 5.5.

17.  The composition of any of claims 1-16, wherein the composition further
comprises an antioxidant.

18.  The composition of claim 17, wherein the concentration of the antioxidant in
the composition is about 100 uM to about 100 mM.

19. The composition of claim 18, wherein the antioxidant i selected from the
group consisting of superoxide dismutase, ghitathione peroxidase, tocotrienols, polyphenols,

zinc, manganese, selenium, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, and methionine.

20. The composition of claim 19, wherein the antioxidant is methionine.
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21.  The composition of claim 20, wherein the concentration of methionine in the
composition is about 10 mM.

22.  The composition of any of claims 1-21, wherein the composition comprises
sucrose.

23.  The composition of claim 22, wherein the concentration of sucrose in the
composition is about 0.1% to about 10% of the total volume of the composition.

24.  The composition of claim 23, wherein the concentration of sucrose in the
composition is about 5% of the total volume of the composition.

25. A packaged composition comprising a sealed container and dispersed therein
the composition of any of claims 1-24 and an inert gas overlay.

26. The packaged composition of claim 25, wherein the inert gas is nitrogen or
&Igon.

27. A method for killing a cell in a human comprising administering to the human
a composition comprising (i) 2 therapeutically effective amount of a conjugate comprising an
antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering agent selected from the group
consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate buffer, and a histidine buffer, (iii)
a surfactant, (iv) a tonicifying amount of sodium chloride, and (v) water, wherein the
composition has a pH of about 5-6, such that the antibody binds to the surface of the cell and
the cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed,

28.  The method of claim 27 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate 80.

29.  The method of claim 28, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 0.1 mg/mL. to about 5 mg/mL..

30. The method of claim 29, wherein the concentration of the conjugate in the
composition is about 1 mg/ml. or more.

31. The method of any of claims 28-29, wherein the concentration of the
conjugate in the composition is about 5 mg/mi..
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32.  The method of any of claims 28-29, wherein the surfactant is polysorbate 20.

33. The method of any of claims 27-32, wherein the composition further
comprises an antioxidant.

34.  The method of claim 33, wherein the antioxidant is selected from the group
consisting of superoxide dismutase, glutathione peroxidase, tocotrienols, polyphenols, zinc,
manganese, selenjum, vitamin C, vitamin E, beta carotene, cysteine, and methionine.

35. The method of claim 34, wherein the antioxidant is methionine,

36. The method of any of claims 23-35, wherein the composition comprises
sucrose.

37.  Alyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective amount of
a conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering
agent is selected from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a surfactant, (iv) a cryoprotectant, and (v) a bulking agent,
wherein the composition has a pH of about 3-6 when reconstituted with water.

38.  The composition of claim 37 wherein the surfactant is selected from the group
consisting of polysorbate 20 and polysorbate 80,

39.  The composition of any of claims 1-13 or claim 37, wherein the antibody is a
monoclonal antibody.

40.  The composition of claim 39, whercin the antibody is a humanized
monoclonal antibody.

41. The composition of claim 38, wherein the antibody is selected from the group
consisting of huN901, luMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab,
and rituximab.

42. The composition of any of claims 1-13 or claims 37-41, wherein the
maytansinoid comprises a thiol group.

ﬁ')
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43.  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DM1.

44,  The composition of claim 42, wherein the maytansinoid is DM4.

45.  The composition of any of claims 1-13 or 37-44, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytansinoid via chemical bonds selected from the group

consisting of disulfide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds,
thicether bonds, and esterase labile bonds.

46. The composition of any of claims 37-45, wherein the composition comprises
about 0.1 mg to about 2 mg of the buffering agent per mg of the conjugate.

47.  The composition of claim 46, wherein the composition comprises about 0.3
mg sodium succinate buffer per mg of the conjugate.

48.  The composttion of any of claims 37-47, wherein the composition comprises
about 0.005 mg to about 0.1 mg of the surfactant per mg of the conjugate.

49.  The composition of any of claims 3848, wherein the surfactant is polysorbate

50. The composition of claim 49, wherein the composition comprises about 0.02
mg polysorbate 20 per mg of the conjugate.

51.  The composition of any of claims 37-50, wherein the composition comprises
about 0.5 mg to about 5 mg of the cryoprotectant per mg of the conjugate.

52. The composition of any of claims 37-51, wherein the cryoprotectant is
selected from the group consisting of glycerol, dimethyl sufoxide, polyethylene glycol,
dextran, glicose, and trehalose. )

53.  The composition of any of claims 37-52, wherein the bulking agent is selected
from the group consisting of glycine, mannitol and dextran.

54. The composition of claim 51, wherein the cyroprotectant is sucrose.
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35.  The composition of claim 54, wherein the composition comprises about 1 mg
sucrose per mg of the conjugate.

56. The composition of any of claims 37-55, wherein the composition comprises
about 2 mg to about 20 mg of the bulking agent per mg of the conjugate.

57. The composition of claim 56, wherein the bulking agent is glycine.

58. The composition of claim 57, wherein the composition comprises about 3.8
mg glycine per mg of the conjugate.

59.  The composition of claim 37, wherein the composition comprises (i) a
conjugate comprising huN901 chemically coupled to DM], (ii) about 0.3 mg sodium
succinate buffer per mg of the conjupate, (iii) about 0.02 mg polysorbate 20 per mg of the
conjugate, (iv) about 1 mg sucrose per mg of the conjugate, and (v) about 3.8 mg glycine per
mg of the conjugate.

60. A method for killing a cell in a human comprising (a) providing the
lyophilized composition of any of claims 37-59, (b) adding water to the lyophilized
composition to provide a reconstituted composition, and (c) administering the reconstituted
composition to the human such that the antibody binds to the surface of the cell and the
cytotoxicity of the maytansinoid is activated, whereby the cell is killed.

61.  The method of any of claims 27-36 or claim 60, wherein the cell is a tumor
cell

62.  The method of any of claims 27-36 or claims 60-61, wherein the antibody is a
monoclonal antibody.

63.  The method of claim 62, wherein the antibody is a humanized monoclonal
antibody.

64.  The method of claim 62, wherein the antibody is selected from the group
consisting of huN901, huMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab,
and rituximab.
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65.  The method of any of claims 27-36 or any of claims 60-64, wherein the
maytansinoid comprises & thiol group.

66. The method of claim 65, wherein the maytansinoid is DM1.
67.  The method of claim 65, wherein the maytansinoid is DM4.

68.  The method of any of claims 27-36 or claims 60-67, wherein the antibody is
chemically coupled to the maytansinoid via chemical bonds selected from the group
consisting of disulfide bonds, acid labile bonds, photolabile bonds, peptidase labile bonds,
thioether bonds, and esterase Iabile bonds.

69. The method of any of claims 27-36 or any of claims 60-68, wherein the
antibody binds to an antigen present on the surface of the cell N

70. The method of claim 69, wherein the antigen is selected from the group
consisting of NCAM/CDS56, CD33, CD19, GD;, CanAg, PSMA, alpha-folate receptor,
Hex2/neu, CD44v6, fetoacinar pancreatic (FAP) antigen, Cripto-1, CA6, CD20, CAS55.1,
MN/CA IX, and chondroitin sulfate proteoglycan.

71.  The method of any of claims 60-70, wherein the concentration of the
conjugate in the reconstituted composition is about 0.1 mg/mL to about 5 mg/mlL.

72.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugate in the
reconstituted composition is about 1 mg/mL or more.

73.  The method of claim 71, wherein the concentration of the conjugate in the
reconstituted composition is about 5 mg/ml..

74.  The method of any of claims 60-73, wherein the concentration of the buffering
agent in the reconstituted composition is about 2 mM to about 50 mM.

75. The method of claim 74, wherein the reconstituted composition comprises a
sodium succinate buffer at a concentration of about 10 mM and the pH of the reconstituted
composition is about 5.5,
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76.  The method of any of claims 60-75, wherein the concentration of the
surfactant in the reconstituted composition is about 0.002% to about 0.1% of the total volume
of the reconstituted composition.

77.  The method of claim 76, wherein the surfactant is polysorbate 20.

78.  The method of claim 77, wherein the concentration of polysorbate 20 in the
reoonsntuted composition is about 0.01% of the total volume of the reconstituted

composition.

79.  The method of any of claims 60-78, wherein the concentration of the
cryoprotectant in the reconstituted composition is about 0.1% to about 3% of the total volme
of the reconstituted composition.

80. The method of claim 79, wherein the cyroprotectaot is sucrose.

81.  The method of claim 80, wherein the concentration of sucrose in the
reconstituted composition is about 0.5% of the total volume of the reconstituted composition.

82. The method of any of claims 60-81, wherein the concentration of the bulking
agent in the reconstituted composition is about 50 mM to about 500 mM.

- 83,  The method of claim 82, wherein the bulking agent is glycine.

84. The method of claim 83, wherein the concentration of glycine in the
reconstituted composition is about 250 mM.

85.  The method of any of claims 26-36 or claims 57-84, wherein the composition
is administered to the human intravenously, intraperitoneally, or intratumorally.

86. A lyophilized composition comprising (i) a therapeutically effective amount of
a conjugate comprising an antibody chemically coupled to a maytansinoid, (ii) a buffering
agent selected from the group consisting of a citrate buffer, an acetate buffer, a succinate
buffer, and a histidine buffer, (iii) a cryoprotectant, and (iv) a bulking agent, wherein the
composition has a pH of about 5-6 when reconstituted with water.
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87.  The composition of claim 86, wherein the cryoprotectant is selected from the

group consisting of glycerol, dimethyl sufoxide, polyethylene glycol, dextran, glicose, and
trehalose.

88.  The composition of any of claims 86-87, wherein the bulking agent is selected
from the group consisting of glycine, mannitol and dextran.
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See Notes 1o the requert form
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Supplamental Box If the Supplemental Bax iy not used, this phevt xhould not be Inchaded in the request.

L In the i
¥ inanyaf Mﬁhhﬁ.ﬂlaﬁﬁrﬁu\

all s insurk write
Box No._ 'm*'ﬁlmﬁmwmw
: qi&ﬂmwmﬁ:‘ o the
partiadar:
than be indlcated
® Ywmore Mmmb ' r

iz the ‘s Sate
- s %ﬂeﬂﬂﬂd’rﬁhﬂfn&ﬂ

() . in Bax No. T or in coqy of the sub-bares of Box No. III, the
hhﬂl'ﬁl.hﬂ:'h-ﬂhlh 5 Box™

Continuation of Bax No. IV:

ir 208 [nventor for the . . !
purpeses of ol designated States ov or the parponis of the AIRAN, David M.; ALUL, Andrew M.; ANDERSON

applicans;
in Bax No. D orin the sub-baxer of Bax No. ITI, the
0ip E '..or sz of

Rams of e inventor(s) end, next o (aach) such o, the Siataft) B . CHANG, Y. Kurt; CONKLIN, John B.; COONS,
P o e e ik B et Sovore % Gordon R_; DODSON, Richard P.; FERREBEE, A.
versir; Waesley; FILBIN, Paul J.; FONTANA, Richard E.;

‘Box No. /¥~ and indicate for each further agent the same pype  HARTMANN, H. Michael; HASAN, Salim A.;
of information as required in Bax No. IV: HEFNER, M. Denial; HEINISCH, Andrew J.;

HESTERBERG, Brett A.; JAY, Jeremy M. ; JOY,

e e e ey Maric, KILYIK, John, Jr.; KISSLING, Heather R.;
BazNo. V1" and indicatefor ech sddisional e applicar
the same type of Information as required in Bax No. V1. John W.: LAW, Grace: LOWE, Jeremy C.;

, . MAKEEVER, Jeffery J.; MOTTIER, Charles H_;

2 applicant interds indication
E-Lwﬁqﬁm:ﬂ haﬂh ::: MUELLER, Weslsy O.; MUSKAL, Jameas B.;
States, ar an applivation for a patent of additlon, certificateof OSLAKOVIC, Charles S.; PETERSEN, Steven P.;

addition, ivventor's addition . "
- " hmm *mﬂr‘rﬂmﬂ"ﬁ:z PHELPS, Mark E.; PILLAI, Xavier; PIPPENGER,

er code bviino M ; POTEMPA, Rachal J.; ROSENQUIST,
each concernad and the indication
e e e Sohn E.; RUSCHAL, Pameia J.; SCHEMEL,

pannt
the parent application Mtuf H.; SMITH, Noal |.; SONG, Victor L.; SPINA,
ey Kenneth P.; THOMPSON, Eiey O.; VASILIEVIC,

orthe date
and 49bis.1(g) or

i the inswnds to make on i the wizh that .
{fthe cpplicos nmds i e en nicton f e wlok 8t YY1 IE, Roger D.; ZALEWA, James D.
America, axa cantinttation or continuation-in-part of an exriier
appiication: in puch a caye. writy “Undsed States of America "
in prt™ ol 1 ety the fllg ce f he e
appliomion (Rules 4.1 1 {a)frv) and 49bis1(d)).

Stater of Americn: in nach cure, writa “Continuationof 1n80d0Te W.; AUGUSTYN, John M.; BAYS, Gregory
BaxNo. ﬂ"wq"&lﬂuﬂdﬁ brer m.ng C.. BEALL, L Scott, BELZ, John M.; BORG-BREEN,
of Boxes No_ IT and No. IIT* (ax the case may be), indicate the  Caryn C; BRETSCHER, John T.; BURGAN, Jeffrey

GAGALA, Bruce M.; GASE, John L; GREEN, Robert
() 4 ln aditon io the gty indcxsed tn Bux No. . therware. FF; GRIFFITH, Christopher T.; HARRELL, Kiistin J.;

KOLOM, Melissa-E.; KORNICZKY, Paul J.; KOZAK,

certificats
ilﬂﬂﬂl'ﬂ' 'ﬂiﬁhﬂd-ﬂﬁn'ﬂlmi Shannon D.: SCHLEMMER, Dennla R.; SCHULHOF,
ar «
e e e s aaan i ey 5001 H.; SHEPPARD, Barton Scott; SKLAR, Steven
?lql

Viadan M.; WINGATE, Kevin L; WYAND, Jeffray A_;

Form PCT/R(V10] {supplemenial sheet) (Jazmary 2004)) See Noiez to the request form



ShoatNo. .. 4. ..
BoxNo.V  DESIGNATIONS
The filing of this mxuest conatiutey under Rule £.9%(x), the ofall States bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of cvexy kind of protection availshis and, wheore applicable, for the grant of hoth regicnal gnd national patents.

However,
[0 DE Germany ks not designated for any kind of national protection
[0 xR Republic of Kores s not designated for sy kind of nafionsl protection
O numrmummummmumm
bewsed 1o concerned in ordar to avoid the I‘hdﬂl.lndr

ﬂ'mw of-ﬂ— ﬁm i ey g o i

such nations] pmilhuhn\ul
BoxNe.VI  PRIORITY CLAIM

The priority of the following carlier application(s) is hareby claimnd:

‘Whare carlier spplication is:

Filing datn ‘Number
of earlier application of carlier application Dariona] spphication — 1. - N
-* | interpational
(o) comny F M | el eppition:” iotions splcsion
1= (] 4.052003 60/470,550 us
(14 May 2003)
Item (2)
item (3)

] Further priority claims are indicsted in the Supplemantal Box.

The receiving Office is requosted to prepare and trenamit o the International Bures: a cetified copry of the earlior spplication(s) (oaly if

:I;‘:lrm war filed witk the Office which for the perposes of this intermetional cpplication iz the recelving Offics) identified
aK

] sititean item (1) 0O iemp@) O wme 7] other, sve Supplemestal Box
‘Mhnﬁrm ARIPO indicate at lagvi one counsry party 1o the Parly Comvertion Promction
lMMormHnn.b‘::{w m&p%mmmmﬁuﬁumm...f

----------------------------------------------------------------------------------------------------------

BoxNo. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

wthorities the
mhﬁmmmﬁg “Wm‘ are competent fo carvy ol

| G Y = USSP
Reguest to wss revulty of earlier search; refersuce to that search (ifan ecrijer paarch ko been carried out by or requested from the
Intzrnational Searching Astharity):

Date (dayinonth/ivear) Number Country (or regional Qffice)

BexNo. VIII DECLARATIONS

The following declarationy are contained in Boxes Noa. VIII (1) to (v) (mark the opplicable Number of
check-bares below and indicats In the right column the monber of each type of declaration): declaration
[0 BoxNe.vIIG) Declaratinn vs to the idantity of the krvenior
] BoxNo. VI (i) Decleration sa i tha applicant’s catitiement, as at the international filing

date, to apply for and be granted a patent

[J BoxNe. v Gii) Declaration as o the applicaut's entitiewent, as at the intamational filing
date, to claim the priority of the earlier application

] BoxNe vmGy) Declamtian of inventonkip (caly fior the prrposes of the designation of the
United Statey of Americs)

D Box No. VIII (v) Declaration as to nom-prejudicial disclosunes or exceptions to lack of novelty

Form PCT/RO/101 (sccond sheet) (Jagnary 2004) See Notas o the requext form

%
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BaxNe.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international apphicgtion containg: This international application is accompanied by the following Number
- the check-barey below and indicale (n f itam
(v) In paper form, the following number of “ﬂ(') ik applicable b of ook B o
request (inclndi L ﬂ foe caleulation gheet
hhll‘émlhﬂb : 20

it

2 [J original separate power of atomey
A 3.0 original general power of stiomey
nbEmlL%ﬁn) : 3| 40 mofpmlpmofmwmmhﬂ

. ifany:

.............................................

5.0 statement exphaining lack of signatnre
6.0 lllll( documant(s) identified in Box No. V1 s

g atmber of st ®| .0 mm“ ..... w.m,m ...............
::luhng ........................................
mﬂfmﬂrq' «O woﬁammluill a8 eposited wierorpaien

papar for
Mrcrmdnﬁ: 9. 01 seurce ining tycomyuir renible form
—_— for international search under
el I
ma : a O o mnmunmua-a
®) L} calyin (.mmmm ﬁ' m%ﬂl& copy for the
Q)E]l ww @ a mwﬂ:lmmlubh gmpyu :
© ] aboia . readable form 10.00 hbhmwmpmmmlm
)Dmu(.h)i?' 0] Dﬂﬂﬂhﬂlﬂdﬁrhwdm%m%
(i) C] tables related t Section 802(b-guater) only (xod not as part of the intorna :
nmh;_mm dﬁ: a O mmm nr(q)ﬂ)umhihlglmﬁ-q)
= pupu-ofmhnulludl i m@-plhr) :
Iullmlllhn;:' 1T together with relevant statzment the idemtity of the
E tabley related thereto: . ... ........ @O “ﬁ-qllﬂblﬂmhm:l-b colmmn”
Wg:pumm 11. [ other(apeelfi): .. ..ounuvreernevrcimmasarmesntaannssnnnns
LU T0fs{), in right cohany)

Wigure of the drawings which Llwoﬂlllllgoﬂb
. semal monlicats

English

BoxNo.X  SIGNATURE OF APFLICANT, AGENT OR COMMON REFRESENTATIVE
Naxt o each shgnaturs, ﬂhmﬁm“dhﬂhﬂhm#ﬂfﬂﬂtumﬁnﬂh“

LEYDIG, VOIT & MAYER, LTD.

Agent for the Applicants
BV:MM
Med E. KOLO|
For receiving Office use auly
1. Datof sctunl receipt of the 2. Drawings:

3. wmummuwww
the prepett eamonel syl

4 n:lwul
w“h A.rlide 1(2):

[T not recsivest:

ispaid

5. Intemational Sewrching Authority 6. Tnnmmloflﬂmh delxyed
(if two or more are competent): [SA / D el
For International Buresu use only
Date of recei
e ruapt_nflhameenpy

Farm PCT/RO/101 (lnat sheet) (Jamuary 2004)

See Notes 1o the requent form
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This sheet iy not part of and does not count as a sheet of the international application.

PCT

For receiving Office uae gtily  =—sc——
FEE CALCULATION SHEET . L
Anxex to the Request Intemational Application No.

a.gplimﬂwlpm‘s
reference 228670 Date stamp of tha receiving Office

Apglicant

IMMUNOGEN, INC.

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES {

L TRANSMITTALFEE . . . . .. o oo vmeee e e nnns l $ 240.00 [T]

2 SEARCHEEE . . . v ovv v n et et e e l $1,820.00 3]
Intanational search bo ba caried out by E
mmmmdﬁcdmwnmmu "
the international search )

3. INTERNATIONAL FILINGFEE
‘Whare items (b) and/ax (c) of Box No. IX apply, catex Sub-total aumber of shasts } 32
‘Whers itams (b) =ud (c) of Bax No. IX do not apply, coter Total number of shests
Eﬂ Grst30sheets . . . .. ... .00 00 e e I $1l035'00riz| h
@ 9 x $11.00 -| $99.00 1]

mmmber of shoots fio perahest

in excess of 30
e e e . h

urbothmthnfmm «m paper, under Section 801 {a)(i)):
400 x 0 -l $000@
fioe per shoat

Add smonmits enteved st i1, 12and i3 avd cater total a2 I . l 51'134'00E
{Applicaniy certain Statay are entitled to a reduction of 75% of the i
i, he a5 enapad o 115 T of the tdarnaciona g o) i

4. FEEFOR PRIORITY DOCUMENT (YappBcable) . . . . . . . . .. | $20.00 [¥]

S. TOTALFEESPAYABLE . . . . v v v v v v o v a e v o n s us $3,314.00 H
Add amounty enterad at T, §, T and P, and entax total in the TOTAL bax TOTAL

MODE OF PAYMENT

m mm [ poealmoneyorder [ emsh 3 coupens

O cheque g hapk draft D revame stamps O other (pecify):

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT .

(This mode of payeunt may not be avallable at all receiving Officay) Receiving Office: RO/ _US

Deposit Acecmt No.: 12-1216

Authorization to charge the tota] fiees indicatad above.

D= 14 May 2004

K| (This check-bax hmﬂmmmﬂumb-w“
lped- vt et . e i | ?

Nema: Melissa E. KOLOM

(X Antherimation to charge the fes for priority document. Signature:

W, ﬂSFawu

Form PCT/R0/101 (Annex) (Jamzry 2004)

Sev Notes 1o the fey calelation sheet



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

the whole document

Internstionsl Application No
PCT/US2004/015376
C{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Catagary * | Ciation of documnant, with indication, whem appropriate, of the raisvani passagas Realgvant to cialm No,
X WO 01/24763 A (IMMUNOGEN, INC; CHARI, 1-7,
RAVI, V., J) 12 Apr1l 2001 (2001-04-12) 12-14,
18-20,
26-31,
34-36,
42-48,
56,
60-76,
_ 84,87-89
page 29 - page 30 )
A WO 97/04801 A (GENENTECH, INC) 1-27,
13 February 1997 (1997-02-13) 38-59,
88,90

Enen BTARADMN b mthors ol ) sheari I, N
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

USRI  RADIGADOR
PATENTE DE INVENCION MODELO DE UTILIDAD ()

{ '
Indicazién de que se soficifa la concesion de una patente / v {) {
Datos de identificacion de! solicitante o de {2 persona que se presenta fa solciud®” { ) {
Descripeion de la invenc: { ) (
Dibujos de sarestos pertinente {

)
4’
g
{) jl‘"
Comprobante de Pago de las fasas establecidas v

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) {)
DISERO INDUSTRIAL ( )

. Indicaclén de que se solictta el registro de Disefio Industrial (
Datos de identificacion del solscitante o de la persona que presenta (
la solicitud
Representacion grafica o fotografica del Disefio Indusirial o muestra del
Material que Incorpora el disefio () ()
Comprobanta de pago de !as tasas establecidas { ) { )

)
N ()

P
|
i

COMPLETA () INCOMPLETA () ()

. ESQUEMADETRAZADO  ( )
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. Indicacién de que solicita &l registro de un Esquema de trazado {

Datos de Identificacion dei solcitante o de la persona que presenta
La solleifud

Representacion gréifica del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA ()

— i
e St gt [

INCOMPLETA

Firma Responsable L _ ﬂﬂ/ ”
R

Fecha )

—

()



REPUBLICA DE COLOMBIA lc g
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI
Bogotd,
2020
Doctor(a) '9
RODRIGUEEZ D'ALEMAN DILIA MARIA r‘.
a

REFERENCIA Radicacién No. S 115708
Bolicitud intermacional U82004/015376
Fecha inicio fase nacional 14/12/2005

Trimite 11

Evento 378
Actuacién 430

oficlo No. - 1175

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articuleo 38 de
la Decipifm 486 de la ComisiSn de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado ds
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La wsolicitud no contiens 1la copia del documento en que consta la ceslién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {(Art. 26-k)
Decisién 486.

2. La golicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subaigulentes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento gque acredita la
existencia y representaciém legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha ds
notificacién desl presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento Al preseante requerimiento, 1la solicitud se
considerari abandonada y perderd su prelacibn.

Notifiquese el presente ofici orme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
imero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

requerimiento fue notificado por fijacién en lista de
fecha g

.apu___ﬁﬂ'ﬂﬂ_ 2008



