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- Patente de Invencién

[ Patente de Modelo de Utilidad

D Registro de Disefio Industrial

[_] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

[] Fusién

2, Datos del solicitante
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Persona Natural :I

. IMMUNOGEN, INC.

Persona Juridica
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Nombre del representante legal
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[ Direccién electrénica No. Fax

Niamero telefénico
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Bogota D.C.
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SOLICITUD FASE NACIONAL - PCT
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2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2006/031653 Fecha 14 de Agosto de 2006
Publicacién Internacional No. - WO 2007/024536 A2 Fecha 1 de Marzo de 2007

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

Proceso para Preparar Conjugados de Anticuerpo y Maytansinoide

|

| CLASIFICACION INTERNACIONAL (CIP) A61K 47/48

(79 .

[ SOLICITANTE (8) [T Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacion complementaria

APELLIDOS O‘RAZ(')N SOCIAL . -

IMMUNOGEN, INC

RN 10~ Nk S

] DATOS DEL SOLICITANTE
DIRECCION: 128 Sidney,Street,’lr} “ ~ No. TELEFON(C
. Cambridge, MA 02139 Sl
| ST A
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_ ' . LUGAR DE CONSTITUCION Estado de
| PAISDE RESIDENCIA Estados Umdos . _ Massachusetts, Estados Umdos de
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APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

2.

DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:

8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1.

2.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[7] Los demas solicitantes y/o (demés) inventores se indican en una hoja a continuacién.

9 | [ REPRESENTANTE LEGAL [X] APODERADO

APELLIDOS : NOMBRES IDENTIFICACION
RODRIGUEZ D'ALEMAN DILIA MARIA C.C.41.654.882  T.P.20824 CSJ
DIRECCION  Carrera 11 No. 86-53, Piso 6 No. TELEFONO 6181088
CIUDAD Bogota D.C. g]?l{:{(l“}l]::ROONICO clarkemodet@clarkemodet.com.co
, No. RADICACION DE
PAIS Colombia PROTOCOLO DE PODER
GENERAL

10 ] DECLARACIONES DE PRIORIDAD XIs1 [JNO

(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAIS (31) NUMERO (32) FECHA AAA/MM/DD
|. Estados Unidos de América UsS 60/710,858 2005/08/24
2. Estados Unidos de América Us 60/797,713 2006/05/04
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I DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que cualqu1era de los paises miembros de
la Comunidad Andina es pais de origen.

Os1 dnNo
Nota: En caso afirmativo deber4 anexar copia del contrato de acceso de recursos genétlcos o productos derivados, o certificado o nimero de registro,
expedido por la Autoridad competente.

12

DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

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

Ost O nNo

Nota: En caso afirmativo deber4 anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradlclonal o certificado, o nimero de registro expedido por
la Autoridad competente.

13

REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente,
Osti ANo

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccién de tasas a que se refiere 1a resolucién vigente
en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequeflas y medianas empresas [:l
Universidades publicas o privadas D
Entidades sin 4nimo de lucro [:]
Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 17 de anexos
14 | AUTORIZACION DE NOTIFICACION EN LINEA Ost @ONo
Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electronicos para las notificaciones en linea a través de Internet de
los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados personalmente y, en consecuencia, autorizo el
servicio de notificacién a través de internet.
'N° 12-110876. Fecha 24/10/2012
15 COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO
: 12-110882 ) 24/10/2012
16 FIRMA DEL APODERADO :
DILTA MARiA RODRIGUEZ D’ALEMA
C.C. 41, 654 882 T P 20824 SJ
17 ANEXOS -
Documentacién Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano 9. [0 Poderes, si fuera el caso.
10. [7] Documento que legalmente pruebe la cesion del
1. [X) Descripcion N° de folios: 67 inventor al  solicitante o a su causante.
2. [ Reivindicaciones Ne Reivindicaciones: 33 11. O Cgpna del contrato de acceso de Tecursos
3. [J Dibujos y/o figuras N° folios: genéticos o producto§ derivados, certificado o
. 10uj0s y/o hig ' numero de registro, si fuera el caso.
4. [X Resumen. 12. [J Copia de la licencia o autorizacion de
5. [ Certificado de dep6sito de material biol6gico si fuera el caso. Conocimientos Tradicionales, certificado o ntimero
6. [] Listado de secuencias de nucle6tidos y/o amino4cidos en forma digital si fuera el caso. de registro, si fuera el caso.
7. [0 Arte final 12 x 12. : 13. Reduccion de tasas
8. [ Anexo formato digital. . . Micro, pequeilas 0 medinas empresas

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

[ Documento de constancia de cumplimiento con lo
establecido en la ley 905 de 2004.
Universidades pablicas o privadas
[ Copia acto de reconocimiento institucional
emitido por el Ministerio de Educacién
Entidades sin 4nimo de lucro
O Copla de'registro vigente en Camara de comercio.
[0 Hoja de informacién complementaria.
[[] Otros, especificar
14. [X] Comprobante de pago de la tasa de presentacion
de la solicitud.
15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de
prioridad.
16. [ Comprobante de pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.
17. [ Comprobante de pago por reivindicacién
adicional a 10.

P-3553
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{ HOJA DE INFORMACION COMPLEMENTARIA PCT J

ANEXO INVENTORES

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

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

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

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

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

IMAYTANSINOIDE

CAMPO DE LA INVENCION
[OOOIjEsta invencién pertenece a un proceso para
preparar conjugados de “sustancialmente alta ' pureza vy

estabilidad, en donde ilos conjugados comprenden un agente

de enlace celular gquimicamente acoplado a un fédrmaco.

ANTECEDENTES DE LA INV%NCION

[0002]El tratamiento de cancer ha? progresado
significativamente con el. desarroﬁlo de productos

farmacéuticos que llegan mas eficientemente a y matan &

. células cancerosas. Para este fin los investigadores han

tomadb. veﬁtaja de receptores de sugerfipié celular vy
antigenos expresados sglectivamente poﬁ células de céancer
para déSarrollarv farmacos basados eé anticuerpos que
enla;an a antigenos eépecificos de tu@or o asociados a

tumor. A este respecto, moléculas citotéxicas tales como

bacterias y toxinas vegetales, radionucieétid@s, Y ciertos
férmapos quimioterapéuﬁicés han sido liiados q@imicamente a
anticuerpos monoclonaies que enlaza@ a %ntigenos de
superficie celular aso%iados'a tumor o e%pecificoé devtumor
(ver, porv 'ejemplo,% las Solicituées | de Patentes
Internacionales WO OO/@2587, WO 02/0609§5, y WO 02/092127,
Patentes U. S. Nos. 55,475,092, 6,340?701, y 6,171,586,

Publicacién de Solicitﬁd de Patente U.S. No. 2003/0004210

Al, y Ghetie y colaborédores, J. Immunol. Meth@ds, 112:267-

000017

AR R )
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ejemplo,

277 (1988). Dichos com

como toxina, radionucl

respectivamente.

puestos son mencionados tipicamente

eétido, y “conjugados” -de farmaco,

A menudo tampbién son: mencionados como

inmunoconjugados, radioinmunoconjugados,: e inmunotoxinas.

La muerte de células tumorales tiene lugar a partir del

enlace del conjugado de farmaco a una célula tumoral vy

liberacidén y/o activac:

farmaco. La

farmaco minimiza la

i6n de la actividad citotéxica del

selectivildad producida Qor conjugados ‘de

toxicidad hacia "células - normales,

mejorando asi la tolerancia del farmacdo en el paciente.

[0003]Se han de

conjugar anticuerpos a

Patenteé U.S. Nos 5,20
ejemplo, -las Patentes
describen un

maytansinoide-anticuerp

Proceso .

scrito previamente prbcesos para

sulfhidrilo tales como ﬁaytansinoides (ver, por ejemplo las

3,020, 5,416,064, y 6,441,163). Por
U.S. Nos. 5,208,020 y 5,416,064
para - fabricér

conjugados de

b en donde el anticuerpo es primero

modificado con' un reacdtivo heterobifuncional tal como se

describe en las Patentes U.S. Nos. 4,149,003, 4,563,304 vy

Publicacidén de Solicitud'de Patente No. 200470241174 Al.

Patentes Q.S.
adicionalmenﬁe la conjtu
con ~un exceso de- ur
sulfhidrilo a pH de

columnas para cromatogr

de conjugados de antic

exclusién de tamafio (SEC) también se

Liu vy colabd

5,208,020 y

5,416,064  describen

1igacién de un{ anticuerpo modificado

1 agente citotodxico contenga

que

7, seguido por purificacién sobre

uerpo-farmaco | por: cromatografia por
ha ‘descrito (ver, por
radores,

Protc. ?Natl,'

Acad. Sci.
00Go1°

- " e

agentes citotéxicos que contengan -

afia SephadexﬁrM G25. La purificacién

-
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(Usa), 93: 8618-8623 (199%6), vy Chari:,y cdlaboradores,
Cancer Research, 52: 127-131 (1992)).
[0004]Los procesos que se han de&crito' previamente

para la fabricacién de los conjugados “anticuerpo-farmaco

son complejos_porque estdn obstaculizados con etapas que
son incdémodas, para réalizar o producﬁr inmdnoconjugados
que sSon menos puros © menos estable§ que lo deseable
éptimamente. Por ejemplo, la conjugaciéﬁ a un pH de entre
6.0 y 6.5 no es optima para producir ?onjugados pﬁros y
estables. Ademas, la reaccidén de conj@gacién; bajo estas
condiciones son = generalmente 'lentas% e'. ineficientes,
qonduciendo a un requerimiento de tiempo;excesivo y COnsumo
de material.

[0005]Seria déseable modificar o eéliminar una 0 mas
etapas dé fabricaciég sin comprometer la :calidad del
producto, tales como pureéa y/o estabilidad. Séria deseable
adicionalmente tener oﬁciones de purificécién adicional que
las que han sido descritas hasta ahora én.cuaﬁtO'a algunas
opciones seran mas efitientes con ciertas coﬁﬁinaciones de

agentes de enlace celular, enlazadores, y fadrmacos, que con

otros. ' E

[0006]En vista deélo anterior,.exiské un§3necesidad en
el arte para desérrollér métodos mejbrados'ide preparar
composiciones de conjdgados de farmaco- agenﬁe de enlace
celular que son.sustanEialﬁente de alta pureﬁa y al mismo

tiempo tienen mayor estabilidad. La invencién proporciona

un método tal. Estas y! otras ventajas de la invencidn, asi

como ‘también aspectos adicionales de 1la invencidn, serén

006013




10

15

20

25

la descripcién de la

obvias .a partir de invencién
proporcionada en la preésente.
. : i
BREVE | SUMARIO DE LA INVENCION'
[0007]La invencién  proporciona ‘un broceso para

preparar un
estabilidad que compr

guimicamente acoplado

(a)

reactivo de

conjugado

poner en contacto

reticulacidén

sustancialmente de alta pureza vy

ende un .agente de enlace celular

a un farmaco. El proceso comprende
un agente de enlace celular con un
fijar

bifuncional %para

covalentemente un enlace al agente de enlace celular vy

preparar asi una primera mezcla que comprenda agentes de

enlace celular que ten
(b) someter la

tangencial, cromatogra

jan ligantes enlazados a los mismos,

primera mezcla a filtracién de flujo

fia filtracidén por

1

por absorcién,

adsorcién, precipitacidn. selectiva, o combinaciones de los

mismos, Yy preparar as
agentes

éstos, (c)conjugar un
celular '

mezcla purificada por

celular que tengan lig

i una primera mezcla purificada de

de enlace‘celular que tengan ligantes enlazados a

0

farmaco a los agentes de enlace

que tengan ligantes enlazados a ‘éstos en la primera

reaccién de los: agentes de enlace

antes enlazados & los mismos con un

firmaco en una solucién que tenga un pH de aproximadamente

4 a aproximadamente 9
comprenda (i)agente de

a través del enlace

reaccién, y (d) somete

flujo tangencial,

para preparar una segunda mezcla que
enlace celular quimicamente acoplado

tal farmaco, (ii}

cromatografia de adsoﬁcién,_filtracién de

sub-productos de

r la segunda_mezéla a filtracién de

y
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adsorcién, precipitacién selectiva, o combinaciones de . los

mismos para purificar los agentes de enlace celular

quimicamente acoplados ia través de enlaces al farmaco desde

otros componentes de la segunda mezcla§y preparar asi una

segunda mezcla purificada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

I
Vo

[0008]La invencibn proporciona . un proceso para

preparar conjugados de  farmaco-agente ;de enlace celular .

sustancialmente de ajta pureza y e%tabilidad. Dichas
o : B
composiciones pueden sér usadas para tratar enférmedades a

causa de la alta pureza vy estabilidadéde léé conjugados.

Composiciones que comprenden un agente de enlace celular,

tal como un anticuerpo, quimicamente acdplado’a un farmaco,

tal como un maytansincdide, son descritos en, por ejemplo,

la Publicacién de 'Solicitud de Patenté Uu.S. No.

2004/0241174 'Al.  En este contexto, s@stancialmente alta

oe

pureza se considera ser: (a) mayor . gue 90 '

preferiblemente mayor que 95 %, de especies conjugadas sean

moﬁoméricas, y/o (b) éel bnivel de féimaco flibre en la -

[+

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

al farmaco total).
[0009]A este respecto, el procesb de 1a invencién

comprende (a) modificar el agente de eniace celular con un

reactivo reticulador bifuncional‘para fijar é@valentemente
un ligante al agente de enlace celular :y asi! preparar una
primera mezcla que comprenda ageéntes degenlacé celular que

tengan ligantes enlazados a los mismds, (bx someter la

ANET

e
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primera mezcla a filtracién de flujo - tangencial,
cromatografia de adsbrcién, filtracién de adsorcién,
precipitacién selectiva, o combinacionés de los mismos,

para purificar los agéntes de  enlace Celulér_-que tengan

ligantes enlazados a los mismos desde otros componéntes de

: L l
- la primera mezcla y asi preparar una primera mezcla

purificada de agentes de enlace celular-ﬁue téﬁgan ligantes

enlazados a los mismbs, (c)conjugar fun féimaco a los

agentes de enlace celular que tengan liganteé'enlazados a

los mismos en 1la p%imera mezclé pﬁrifiqada_ haciendo
reaccionar los agentes de enlace célularh que tengan
ligantes..enlazados a =los mismos con él fé;maco en una
solucién que tenga :un pH -de aprbximaddmente 4 a
aproximadamente 9 para preparar una *éegundaj mezcla que
comprenda (i) agente! de - enlace ceiUlar;jquimicameﬁte
acoplado a través del 1ligante al fér@aco, (ii) férméco
libre; y (iii)sub-prodéctos de reacciéd, y (d§ someter la
segunda = mezcla a filtracién de %flujo[é tangencial,
cromatografia de adslrcidn, filtracién de adsorcién,

precipitacién selectiva, o combinacién de los. mismos, para

remover los farmacos, reactantes vy sub-productos noe

conjugados, asi como fambién para obtener conjugados de

farmaco - agente de enlace celular sustancialmente

purificados. Opcionalmente, el proceso de ,la invencién

comprende ademds detener la mezcla entre al menos uno de

los pasos a-b, pasos b-c y/o los pasoséc—d.qbn.el fin de

liberar los ligantes enlazados inestable@ente;del agente de

enlace celular. -

o
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[0010]}Preferiblemente, filtracién de flujp tangencial

(TFF, tambiéﬁ conocido_como filtraciénﬁ ultrafiltracidén vy
diafiltracién de fluj% transversal), Ey/o ;fesinas para
cromatografia de adsor%ién son utilizadds en }as étapaé de
purificacién. No obstaﬂte, cuando se usS TFF én la primera

etapa de purificacién (etapa b) en (etapa c), se usd una

conjugacién a pH de 6.0/ — 6.5, y se utilizé una resina para

cromatografia de adsorcién en la segunda etapa de
purificacién (etapa d), se prefirié gue la resina para
cromatografia de adsorcién no sea una resina de intercambio

idénico. En otras modalidédes preferidas, se uiiliZa TEFF en

ambas etapas de purificacidén, resinas para cromatografia de

' adsorcién se utilizaron en ambas etapas de purificacién. De

manera alternativa, se utilizé  una resina  para

cromatografia de adsprcién en la primera etapa de

purificacién, y TFF se utilizé en la segunda etapa de

purificacién. Una combinacién de TFF y :de una resina para

cromatografia de adsércién puede ser: uti%izada en la

primera y/o en la segunéa etapa de purificaciéh también.
[0011] Pueden util%zarse cualquiera de losvsistemas de

TFF adecuados, incluyendo un sistemai de tipo Pellicon

(Millipore, Billerica, MA), un sistema dé Cartucho Sartocon

(Sartorius AG, Edgewgod, NY), y un: sistema de tipo'

Centrasette (Pall Corp., East Hills, NY);

[0012] Puede utilizarse cualquiér resina para -

cromatografia de adsorcién. Las resinas, para icromatografia.

. : 1] ‘ .
de adsorcidén preferidas incluyen resinas: para ¢romatografia

de hidroxiapatita, crématografia por induccién de carga

000023
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hidrofébica (HCIC), % cromatografia pbr | interacciédn
hidrofébica (HIC), crématografia por intercambio idénico,
cromatografia por inéercambio iénico; en modalidad de
mezcla, cromatografia ?or afinidad delfmetai.inmovilizado
(IMAC), crdmatografia %e ligéndo teﬁido; croqatografia por
afinidad, cromatografi% en fase inversa,:y combinaciones de
las mismas. Ejemplos d% resinas de hidro?ia?éﬁita adecuadas

incluyen hidroxiapatiti cerédmica (CHT de tipo I y de Tipo

II, Bio-Rad Laboratoriés, Hercules, CA), hidﬁdxiapatita HA

Ultragel (Pall Cord, East Hills, NY), vy .fluoroapatita
ceradmica (CFT de Tipo ﬁ y de Tipo II (Bﬁo—RadiLaboratories,
Hercules, CA). Un ejemplo de. una resina de HCIC adecuada

es la resina MEP Hypercel (Pall Corp.; Easé Hills, NY).
Ejeﬁplos de resinas HIC adecgadas inéluyenlvlas resinas
Butyl-Sepharose, Hexyl-Sepharose, Phenyl}Sephérose, y Octyl
Sepharose (todas de GE HeaithCare, Pi;cataday, NJ), asi

como también las resinas Macro-Prep Methyl y Macro-Prep t-

Butyl -(Bio-Rad Labora%ories,' Hercules,: CA). Ejemplos de.

resinas de intercambic idnico adecuadé@_ incLuyen resinas
SP*%epharose, CM-Sepharose, vy ,Q—Sephafose .(ﬁodas de GE
HealthCare, Piscatawayﬁ NJ), y la resina Unosﬁhere S (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CAf. @jempibs de
intercambiédores idénicos en la modalidaqi de mezcla

1

adecuadas incluyen la resina Bakerboﬁd Ab$ (JT Baker,

Phillipsburg, NJ). Ejemplos de resinas IMAC adecuadas

incluyen la resina Chelating Sepharose (GEI HealthCare,
Piscataway, . NJ) y la resina Profinity IMAC (Bio=Rad

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

000024
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teﬁido adecuadas 1incl

HealthCare, Piscataway,

1yen la resina Blue Sepharose (GE

NJ) y la resina Effi—fel Blue (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de  resinas por

afinidad adecuadas in

(por ejemplo,

MabSelect,

cluyen la resina Protein A Sepharose

Piscataway,

1
b

GE HealthCare, NJ),

donde el agente de enlace celular es un aﬁﬁicuerpo, las

resinas por afinidad

Lentil Lectin Sepharos

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

lectina apropiados.

anticuerpo especifico
anticuerpo tal puede s

resina Sepharose 4 Fa

NJ). Ejemplos de res

1

de lectina, por iejemplo, la resina
e (GE Health Care, Piscataway, NJ),

Alternativamente . puede: usarse un

er inmovilizado en, por ejempldh la
st Flow (GE HealthCare, Piscataway,

sinas para fase inversa adecuadas

incluyen las resinas C4, C6, y Cl8 (Grace Vydac, Hesperia,

CAa).

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

produce una primera mezcla que comprenda un agente de

enlace celular que ten

ga ligantes enlazados &l mismo, asi

como también reactantes y otros sub-productos. La

purificacién del agente de enlace celular modificado a

partir de reactantes

y sub-productos. se lleva a cabo

sometiendo la primera mezcla a un proceso de ‘purificacidn.

A este respecto, la primera mezcla puede ser purificada

usando filtracién de

flujo tangencialf/TFF)f por ejemplo

proceso de filtracién de flujo . tangencial  basado en

membrana,

adsorcibén, o precipit

cromatografia de

-adsorciodn, filtracidén por

cualquier otro

006925
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acién selectiva, o

al agente de enlace celular. Un
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‘proceso de purificacién adecuado, asi como también

combinaciones de los| mismos. Esta .primera etapa de
purificacidén proporciona una, K primera mezcla purificada, es
decir wuna concentracién creciente del agente de enlace

celular que tenga lilgantes enlazados al ,mismo 'y una

cantidad decreciente del reactivo reticulador bifuncional

[
I

i

sin enlazar, en comparacién con la primera mezcla antes de

purificacidén de conformidad con la invenecidn.

[0014]Después de |purificacién de la pfimera mezcla
para obtener una primera mezcla purificada ae égentes de
enlace celular que tengan ligantes enléZadoslé los mismos,
un farmaco es conjugadd a los agentes de enlace célﬁlar que
tengan ligantes enlazados a los mismos en la primera mezcla
purificada por reaccidén de los agentes de éﬁlace celular
que tengan ligantes enlazados a los mismos 5dn un férmaco
en una solucién que tenga un pH desde aproximadamente 4 a
aproximadamente 9, delspués de 1lo cuai se% produce una
segunda mezcla que comprende (1) el agente de enlace
celular quimicamente écoplado a través de% ligantev al
farmaco, (ii) farmaco libre, y (iii) subyproductos de

. . i .
reaccién. Mientras que la reaccidén de »cqnjugacién es

efectuada a un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9,

la reaccién se efectua preferiblementer a un pH de

aproximadamente 6 o menos o a PpH de aproximadamente 6.5 o

i
t

‘ ! o
mayor, mas preferibleménte a un pH de aproximadamente 4 a
{

. : !
aproximadamente 6 o a un pH de aproximadamente 6.5 ‘a

. i
aproximadamente 9, y. especialmente a un.pH de 4 a menos de

& o a un pH mayor gue 6.5 a 9. Cﬁando . la etapa de

Q00026
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conjugacién es efectuaéa a un pH de‘ap¢oxiquamente 6.5 o
ﬁés, algunos férmacos§ gue contienen §sulfh#_drilo pueden
tener tendencia a dim%rizar por medio de l; formacién de
enlaces disulfﬁro. Pueée requerirse, la iemocién de huellas
de metales y/o de okigeno a partirf de ié mezcla de
E | .
reaccién, asi como también ~adicién ?dpcional de
antioxidantes o el bsb de ligantes coﬂv ma&s- grupos
desplazables reactivos, o adicién de féﬁmacofen mas de una

alicuota, para permitir la reaccidén eficiente en una

situacidén tal. , : P

[0015]Opcionalment§, la purificacién d?i agente de
enlace celular modifiéado puede _ser: omiqfda. En una
situacidén tal, el férm%co puede ser aﬁadido simuiténeamente
con el reactivo reticu?ador © al mismo tiempq; por ejemplo
1, 2, 3, o méé hora; después de adicién'!del reactivo

reticulador al agente de enlace celular.

'
Lo
1

[0016]El método § de la invencibn 'erde incluir
E _ o ! A

opcionalmente la adiéién de sacarosaé en ‘la' etapa de
conjugacién, usada en el método de :la in&encién para
incrementar la solubilidad vy lé recuperécién?de conjﬁgados
de farmaco-agente de | enlace celular. Deseéblemente) la
sacarosa es afiadida a una concentracién de aproximadamente
o

0.1 % (peso/volumén) al aproximadamente 20 % (peso/volumen)

(por ejemplo, aproximadamente 0.1 % (peso/volumen),

o®

X X L
aproximadamente 5 % ‘peso/volumen) aproximadamente 10

(peso/volumen) aproxi@adamen;e 15 % 3(pesq/volumen), o}
aproximadamente 20 % kpeso/vplumen)). Preferiblemente, la

sacarosa es afadida a una concentracién: de aproximadamente

886397
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)

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

(por ejemplo, aproximadamente 2 3 (peso/volumen),

|
aproximadamente 4 % (peso/volumen), aproximadamente 6 %

[¢)

(peso/volumen) o aproximadamente 8 % (peso/volumen). Ademas

la reaccién de conjugacién  también puede comprender la

i

adicién de un agente regulador. Cualquier agente regulador
! » : | -
adecuado conocido en el arte puede ser usado. Los agentes

reguladores adecuados @dincluyen, por ejémplofzun regulador

de citrato, un regulador de acetato, un Eregulador de
sucCinéto, 9 un regulaéor de fosfato.

[0017]Después de ;a etapa de conjugaciéh, la segunda
mezcla es sometida a éuna‘ etapa de purificéCién. A este
respecto, la segunda imezcla puede ser purificada usando

filtracién de flujo tangencial (TFF), por. ejemplo un

proceso de filtracidén de flujo tangenciql ‘basado en

membrana, cromatografia de adsorcidn, fFltracién de
adsorcién, precipitacién selectiva, o cualquier otro
proceso de purificacién adecuado, asi como . tambieén

combinaciones de los mismos, los cuales se exponen en la

1

presente. Esta segunda etapa de purificaciéh: proporciona

una segunda mezcla purificada, es decir, una concentracidn
. !

creciente del agentel de enlace celular'.quimicamente
acoplado a través de los ligantes al féémaco ;:una-cantidad
decreciente de uno o mas componentesi difefentes de 1la
segunda mézcla, en coméaracién con la ségunda:meZCla antes

3 - L ‘ X
de purificacién de conformidad con la invencion.

[0018]El proceso de la invencién‘oﬁcionalmente ademas

comprende una etapa de |detencién después de la modificacidn

- 000028
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del agente de enlace écelular con un agente reticulante

bifuncional. La etapa de detencidén comprenden' mantener 1la

y = i .
solucién a una temperatura adecuada por un periodo de

i

tiempo para liberar lo% ligantes enlazados inestablemente
del agente de enlace %elular mientras ‘que no se liberan

sustancialmente los ligantes enlazadoiA estéblEmente del

i
i

agente de enlace celulér. De manera deseable, el paso de

detencién comprende mantener la solucién a una teémperatura
| . .

|

de aproximadamente 2° hasta aproximadbmentg? 8°C por un

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

o mads. Alternativamente, la duracién del paso de detencién

puede ser sustancialmente reducida mediante la realizacién
|

del paso de detencién a temperatura elevada, con la

temperatura maxima limitada por la: estabilidad del
cpnjugado agente de enlace celular-farmaco. i:Po:_: ejeﬁplé,
para un conjugado anticuerpo-férmaco, e; pasoﬁde detencidn
puede ser realizado en |lhasta aproxiﬁadaménte.§7°c por hasta

. ; L0
aproximadamente cuatro |semanas, de preferencia, entre dos a

cuatro semanas, incluso mas preferiblemente,' entre una y

dos semanas y mas de preferencia por aproximadamente una

semana o menos (por ejemplo, 2 horas hasta aproximadamente
seis dias). Los valores preferidos de pH para la etapa de

detencién oscilan desde aproximadamente_S a 10. Valores de

pH mas preferidos se encuentran entre ap?oxiquamente 6.5 v

8.5. De preferencia, el paso de detencién comprende
. : .

incubar la mezcla que comprende el agente de enlace celular

1

modificado a 4°C a, un pH de 6.5 por al menos
aproximadamente 12 horas hasta 4 semanas. Mas de

000029
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preferencia, el paso

mezcla que comprende

-

14

‘de detencién comprende incubar la

el agente de enlace celular en un

intervalo entre 20 .y 30°C a un pH de éprokimadamente 6.5

por aproximadamente 12

' horas hasta alrededor de 1 semana.

El paso de detencién puede ser realizado antes o después de

i

que el agente de enlace celular es coﬁjugad& al farmaco.

Preferiblemente, el
directamente después

enlace celular con el x

[0019]En

detencidén puede ser sustancialmente reducida

adicién de nucleéfilos.

agregados: durante el

una modalidad, 1la

. i .
paso de detencion es realizado

de la modificacién del agente ce

eactivo reticulante bifuncional.
del

duracién paso de

mgdiante la

Los nucledéfilos: pueden . ser

paso de conjugacién y el paso de

detencidén puede ser realizado de manera simuyténea con la

conjugacién. En el

nucledéfilos son partes

grupos éster e imidazolamidas sobre los agen?es de enlace

celular en scluciones
adecuados nucleéfilos |
primarias, es decir, R

aromatico; o aminas sec
R’ son grupos alquilo

pueden ser aminoacidos)

de: lisina, péptidos

i

i

los

contexto de . la invenciédn,

quimicas que puéden reaccionar con
' i

'

acuosas. Son conocidos en el arte

+ .

e incluyen, .pdr ejemplo,

¢
i

NH,, donde R es wun grupo alquilo o
undarias, es decﬁf, RR’ﬁH, donde R y

o aromatico. También las aminas

| c s s b PR
, péptidos que contienen aminoacidos

que contienen grupos :alfa-amino o

grupos amino secundarios no naturales, o aminas solubles en

agua. Los nucledfilo
estado polimérico, o

reactivo en

fase sélida.

s pueden estar en "solucidén, in un
en una forma inmovilizada como un

Ejemplos ' de :nucledéfiloes

“000030
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linfoquinas,

15
adecuados en solucién fincluyen, pero no estan’ limitados a
glicilglicina, glicina;, taurina (2-aminocetansulfonato de
sodio), etanolamina, dietanolamina, lisina, hidroxilamina,
hidracina, imidazol, histidina, Ietilaminaﬂ 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propan-diol y 4—ami¢o¥1-butanol. Las

'

concentraciones adecuadas de nucleéfilos solubles oscilan

desde aproximadamente 0.1 mM hasta el limite @é solubilidad

para el nucleéfilo particular.

un estado polimérico

Ejemplos de nuclebdfilos en
limita a

, incluye pero no se

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

de lisina y péptidos

grupos amino secundai
nucleéfilos en forma ii
sélida incluye,
sélida, tal

aminometilpoliestireno.

la cantidad molar de

como EAH

que contienen grupos alfa-amino o

|
i

rios no naturales. ‘Ejemplos de

1

g ' L
nmovilizada como un reactivo de fase

pero no se limita a aminas ligadas a fase

Sefarosa 4B y  perlas de

Para nucleéfilos de' fase sélida,

amina en fase sdélida debe estar en

exceso sobre la cantidad del reticulante enlagédo al agente

de enlace celular.

[0020]E1 agente dé ‘enlace celular puede ser cualquier

agente adecuado que &

preferiblemente una célula animal

humana) .

nlace a una célula, tipicamente Yy

(por ejemplo, una célula

El agente de enlace celular preferiblemente es un

péptido o un polipéptido. 'Los agentes. de enlace celular

|

adecuados incluyen, por ejemplo, anticuerpos (por ejemplo,

anticuerpos monoclonal

hormonas,

|
es vy fragmentos de los mismos) ,

‘factores de .crecimiento, moléculas

haled
[,
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conocidos para una am
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de transporte de nutrientes (por ejemplo, transferrina),. Y

cualquier otro agente ¢
a una molécula objetivg

[0021]E1 término

presente, se refiere a

molécula gque especificamente enlace
sobre la superficie de una célula.
como se

“anticuerpo”,

cualquier inmunoglobulina, cualquier

fragmento de inmunoglobulina, tal como Fab, F(ab’)2, dsFv,

sFv, diacuerpos, vy

triacuerpos, o) inmunoglobulinas

- quimeras, las cuales pueden enlazar a un antigeno sobre la

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

usarse cualquier
seleccidén de un
poblacidén celular a se
tipo y numero de molécu
antigenos)

gque son

pdblacién celular'parti

determinante de

anticuerpo

anticuerpo

|selectivamente

complementaridad (CDR)). Puede

~adecuado como el agente de

Un experto en el arte apreciard que la

adecuado dependerd de la

r considerada. A este respecto, el.

las de superficie celular (es decir,
éxpresados en una

cular (tipica'y:preferiblemente una

poblacién celular enferma), gobernard la seleccién de un

anticuerpo apropiado para uso en la -composicién de la

invencidén. Perfiles de

incluyendo tipos celulares tumorales, o,

puede ser determinado- u
e histoquimica de rutin

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

refieren a

presente,

poblaciones

expresién en superficie celular son
plia variedad de tipos celulares,
l si né se sabe,
sando técnicas Qe_biologia molecglar

A .

e es un anticuerpo monoclonal. Como

anticuerpos “policlonales”, se

moléculas de

- 000032
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anticuerpos, tipicamente contenidas en el suero de animales

inmunizados. Anticuerﬁos “monoclonales”, se refieren a

i
|

poblaciones homogéneaszde moléculas de anticuerpos que son
especificas para un antigeno particular. Los anticuerpos
monoclonales son producidos tipicamente: por medio de un
solo clon de linfocitos B (“células B”). Los anticuerpos
monoclonaleé pueden obtenerse  usando una variedad de
técnicas conocidas por.los expertos en el arte, incluyendo
la tecnologia estandar del hibridoma. (ver( por ejemplo,

Khoéler & Milstein, Eur J. vamunol., 5: 511-519 (1976),

Harlow y Lane (eds.), @ntibodies: A Laboratory Manual, CHS
Press (1988), y' C.Ai Janeway VY colaborédores (eds.),
Immunobiology, 52. Ed&,'Garland Publisbing[ New York, NY
(2001)). En resumen, %l método del hibridoma de producir

anticuerpos monoclonalés tipicamente involucra inyectar a
|
cualquier animal adecﬁado, tipica y preferiblemente un
ratén, con un antigeno (e s decir, 'un inmundégeno). EL
animal es sacrificado subsécuentemente, Yy células B
aisladas de su bazo son fusionadas con células de mieloma
huméno. Se produce una célula hibrida (es decir, un
“hibridoma”), el cual prolifera indefinidamente Y
consecuentemente secreth titulos altos de un anticuerpo con
la especificidad deseada in vitro. Puede usarse cualquier

método adecuado conocido en el arte para identificar

células hibridoma que producen un anticuerpo con la

especificidad deseadal Dichos métodos incluyen, por

ejemplo, el ensayo de inmunosorbente ligado a enzima

(ELISA), andlisis por tincidén Western, y radioinmunoenéayo.

000033
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La ﬁoblacién de hibridomas es cribada para

cada uno de los

18

aislar clones

cuales secreta una

especie de anticuerpo al antigeno. Porque cada hibridoma es

un clon derivado de la

las moléculas_del anti

estructura, incluyendo

fusidén con una sola célula B, todas
cuerpo

su sitio de enlace antigénico e

isotipo. Los anticuerpos monoclonales también pueden ser

generados usando otras

Archer, J.
colaboradores, Methods
sistemas de expresidn
éjemplo, Huse 'y co

(1989)), o bibliotecas

fragmentos de anticuer
variable de cadena uni
. 5,96

Internacionales Nos. WO

[0023]El

anticuerpo monoclonal puede ser

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

Immunol. Methods, 74(2):361f67 (1984), y Roder vy

Enzymol., 121: 140-67 (1986)),

en vector bacteriéfago (ver, por

laboradores, Science, 246:1275-81
de exposicién de fago que comprenden
po, tales como Fab y scFv (regidn

ca) (ver, por ejemplo, las Patentes

9,108, y las Solicitudes de Patentes

92/01047 y WO 99/06587) .

aislado a

partir de o producido en cualquier animal adecuado, pero es

preferiblemente prod

preferiblemente un ratén o humano, y mas

un humano. Métodos paral producir un anticuerpo en ratdén son .

lcido en un mamifero, mas

preferiblemente

conocidos por los expentos en el arte y se describen en 1la

5 a anticuerpos humanos, un experto

presente. Con respect

. i .
en el arte apreciard que pueden aislarse anticuerpos
policlonales del suero de sujetos humanos vacunados ©

inmunizados con un an

tigeno apropiado. Alternativamente,

000034
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los anticuerpos human@s pueden ser generados adaptando

técnicas conocidas para producir’ anticuerpos humanos en

énimales no humanos tages como ratones (ver, por ejemplo,
las Patentes U.S. 5,545,806, 5,569,825,‘y 5,714,352; y la
Publicacién de Solicitéd de Patente U.S. No. 2002/0197266
Al). |

i
{

[0024]Mientras qqe sea la seleccidén ideal para
aplicaciones terapéutiéas en humanos, anticuerpos humanos,
particularmeﬁte anticuerpos monoclonales humanos,
tipicamente son méas dificiles de genenér que antituerpos
monoclonales de ratén€ Los anticuerpos monoclonales de
ratdén, no obstante, Einducen una respuesta rapida -del
huésped cuando se administra a humanos, 1lo cual puede
reducir._el potenéial terapéutico y de diagnéstico del

conjugado fadrmaco-anticuerpo. ‘Para eliminar estas

complicaciones, un anticuerpo monoclonal, preferiblemente

no es reconocido com; “extrafio” por el sistema inmune
humano. |
[0025]Para este fin, puede usarse la exposicién del
fago para generar el anticuerpo. A este respecto,
bibliotecas de fago que codifican a dominios variabies (V)
de enlace antigénico ée anticuerpos pueden ser generadas
usando técnicas de ADN [recombinante y de biologia molecular
estédndar (ver, por ejémplo, Sambrook vy coiabopadores
{eds.), Molecular Cloning, = A Labpratory Manual, Baf

edicién, Cold Spring [Harbor Laboratory Press, New ‘York

(2001)). El fago que codifica a una regién variable con la

especificidad deseada% es seleccionado para enlace
| 0006035
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especifico al antigen
anticuerpo

variable seleccionado.

o deseado, y se

humano completo,

20

que comprende el dominio

Secuencias de 4&cido nucleico que

‘ v
codifican al anticuerpp reconstituido son introducidas en

una linea celular adecuada, tal como una célula de mieloma

usada para produccién d

humanos que tengan las caracteristicas de anticuerpos
monoclonales son secretadas por la célula (ver/- por
ejemplo, Janeway Y colaboradores, supra, Huse y
colaboradores, supra, y Patente U.S. No. 6,265,150) .
Alfernativamente, anticuerpos monoclonales pueden ser

ratones gque son transgénicos para

generados a partir de!

e hibridoma, de modo que anticuerpos

genes de inmunoglobulina de cadena ligera y pesadé humanos

especificos. Dichos métodos son conocidos en el arte y se

de;criben en, por ejemp
1% 5,569,825.y Janeway y

[0026]Més prefer]
anticuerpo humanizado.
anticuerpo “humanizado”
complementaridad (CDR)
rafén, que forman loé

anticuerpo, son injerta

lo, las Patentes U.S. Nos. 5,545,806
colaboradores, supra.

iblemente, el ‘anticuerpo es un
es uno en el cual las regiones de

de un anticuerpo monoclonal de

circuitos de enlace antigénico del

dos sobre la estructura principal de

una molécula de anticuerpo humano. Debido a la similaridad

de las estructuras principales de antiCuerpos humanos y. de

ratén,
procedimiento produce

antigénicamente idéntic

al mismo antigeno que

generalmente se

arte este

acepta en el que

5 a un anticuerpo humano pero enlaza

51 anticuerpo monoclonal de ratédn a

reconstituye un

Como se usa en la presente, un’

un anticuerpo monoclonal que es

>

U
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partir del cual la% secuencias de CDR se. derivaron.

Métodos para generar % anticuerpos humanizados son bien.
¢conocidos en el arte ; se describen con aetalle en, por

ejemplo, Janeway vy cglaboradores, supra, Patentes U.S.‘
5,225,539, 5,585,089 ;y 5,693,761, Patente Eﬁropea No.

0239400 B1l, vy patente‘ del Reino Unido No. 2188638. Los

anticuerpos humanizadog pueden también ser generados usando
la tecnologia de resupérficie de anticuerpé descrita en la
Patente U.S. 5,639,641y Pedersen y‘colaboradores, J. Mol.
Biol., 235: 959-973 1994). Mientras que el anticuerpo
empleado en el conjugado de la composicién de ia invencidn
mas preferiblemente es jun anticuerpo momoclonal humanizado,
un anticuerpo monoclonal humano y unlanticuerpo_monoclonal
de ratdén, como se des%ribieron anteriorﬁente estdn en el

alcance de la invencidn.

[0027]Fragmentos de anticuerpo que tienen. al menos un
i .
! .
sitio de enlace antigénico, y por consiguiente reconocen Yy
enlazan a al menos un 4ntigeno o receptor presente sobre la
superficie de una célulla diana, también estdn en el alcance
de  la invencién. A este respecto, la fragmentacidn

proteolitica de una moélécula de anticuerpo intacto puede

producir una variedad] de fragmentos de anticuerpo due

retienen la habilidad péra reconocer y enlaéar antigenos.
Por ejemplo, la dige%tién limitada 'de una vmolécula de
anticuerpo con 1la papaﬂna proteasa tipicamente produce tres
fragmentos, dos de lios cuales son. idépticos vy sop'
mencionados como fragmentos Fab, cuando ellos retienen la

actividad de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo

| 000037
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precursora. La fragment

con la pepsina - enz

22

acién de una molécula de anticuerpo

imdtica normalmente  produce dos

fragmentos de anticuerpo, uno de los cuales retiene ambos

ramales de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo,

Y. es por consiguile

F(ab,)z. La L

ditiotreitol o

mencionado como  un

anticuerpo de regidén v
i

consiste de

reduccioén

mercaptoetilamina

un fragmento

nte mencionado como el fragmento

de un ' fragmento F(ab')2 con

produce un fragmento

fragmento Fab'. Un fragmento de

ariable de cadena unica (sFv), que

Fab truncado que comprende el

dominio variable (V) je una cadena pesada de anticuerpo

ligado a un dominio V
via un péptido sintéti
técnicas de tecnologia
pof ejemplo, Janeway

similar, fragmentos de

'y colaboradores,

de una cadena ligera de antiéuerpo
co, puede ser generado usando las
de ADN recombinante de rutina (ver,
supra). De manera

regién variable estabilizadas con

disulfuro (dsFv) pueden ser preparados por tecnologila de

ADN recombinante (ver,

697-704 (1994)). Fragme

ejemplares de fragment

cualquier fragmento de

por ejemplo, Protein Engineering, 7:

ntoé de anticuerpo en'el contexto de

~la invencidén, no obstante, no se limitan a estos tipos

os de anticuerpos. Puede emplearse

anticuerpo gque reconozca y enlace a

. i. i . ) . . )
un receptor de superficie celular o antlgeno deseados.

Adicionalmente, se des

por ejemplo, Parsham,

Spfing y colaboradores,

~riben fragmentos de anticuerpo en,

131:2895-2902 (1983),

J. Immunol.,

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

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

244 (1960). El

enlace de

antigeno—-anticuerpo puede ser

e

000038
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ensayado usando cualé
disponible, tal como, g
ELISA,
inhibicién comparativc
colaboradores, supra, vV
U.S. No.

[0028]Ademéas, el
quimérico o un fragmen

Por “quimérico” se

comprende al menos dos

las mismas, obtenidas ¢

tincidén Western|

23

uier método conocido en el arte
or ejemplo, radioinmunoensayo (RIA),
‘inmunoprecipitacidn,

y ensayos de

s (ver, por ejemplo, Janeway ¥y

Publicacién de Solicitud de Patente

2002/0197266 Al).

anticuerpo puede ser un anticuerpo

to de enlace antigénico del mismo.
quiere decir, que el anticuerpo
inmunoglobulinas, o fragmentos de

derivadas de al menos dos especies

diferentes (por ejemplp, dos inmunoglobulinas diferentes,

combinada con una regidén variable de

roedor). El1 anticuerpo

dominio (dAb)o un fragm

. tales como la regidén constante de inmunoglobulina humana

inmunoglobulina de
también puede ser un anticuerpo de

entoc de enlace antigénicd] del mismo,

tal como, por ejemplo, jun anticuerpo de camélido (ver, por
ejemﬁlo, Desmyter y collaboradores, Nature, Struct. Biol. 3:
752, (1996)), o un anticuerpo de tiburdn, tali como, por
ejemplo, un nuevo receptor antigenico (IgNAR)! (ver, por
ejemplo, Greenberg y | colaboradores, Nature, 374: 168
(1995), vy Stanfield yi 305: 1770-

1773 (2004)).

[0029] Puede - usarse
contexto de la inven
monoclonal J5 es un an

especifico para el Anti

Comun (CALLA, Commun Ad

colaboradores, Science,

cién. Por ejemplo, el anticuerpo

P

i

‘ute Lymphoblastic Leuked%a Antigen)

i
]

cualquier anticuerpo adecuado en el

ticuerpo de IgG2a de ro%dor que es’

geno de Leucemia Linfoblé%tica Aguda
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(Ritz y colaboradores,

ser usado en células pbjetivo que expresan a CALLA (por
ejemplo, células de |leucemia linfobléstica aguda). E1
anticuerpo monoclonal [MY9 es un anticﬁerpo de 'IgGII de
roedor que enlaza especificamente al antigeno de' CD33
(Griffin y.colaboradores, Leukemia Res., 8: 521'(1984), Yy

24

Nature, 283: 583-585 (1980), vy puede

puede ser usado para células objetivo que expresan a CD33

por ejemplo,

[0030]De manera

anti-B4 (también menci
IgGl de
(Nadler

y puede ser usado en cC

que expresan a CD19

células mi

y colaboradores, J.

eldgenas agudas (AML)).

similar, el anticuerpo monoclonal

onado como B4) es un anticuerpo de

roedor que enlaza al antigeno de CD19 en células B

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

tlulas B objetivo o células enfermas

(por ejemplo, células de linfoma

diferente al de Hodgkin y células de leucemia linfoblastica

crdédnica). NS0l es un
enlaza al antigeno de
neural) encontrado
incluyendo tumor de p
puede ser usado en el

origen neuroendocrino.

en|

anticuerpo monoclonal de roedor gue

CD56 (molécula de adhesién celular

células de origen neuroendocrino,

nlmén de células pequenias, el cual

conjugado para llegar a ceélulas de

anticuerpos J5, B4

Los MYS vy

preferiblemente son resuperficiados o humanizados antes de

i : e
su uso como parte del conjugado. La resuperficiacion o

humanizacidén de anticu

Roguska y colaboradore

969.73 (1994).
[0031]Ademés,
(ver

antigeno CanAg

erpos se describe en, por ejemplo,

s, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:

el anticuerpo monoclonal C242 enlaza al

la Patente U.S.

por ejemplo,. ’

cn- 000040




10

15

20

25

25

5,552,293), y puede se? usado para llegar al conjugado a
CanAg que se expresangen tumores, tales como de canceres

colon rectal, pancreatico, de pulmén de células no

'pequeﬁas, Y pancreéticol HuC242 es una forma humanizada del

anticuerpo monoclonal C242 (ver, por ejemplo, la Patente

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

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

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

1
1

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

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

[[0032]Para terminar en células de céncer de ovario y

de cancer de préstata,l un anticuerpo anti-MUCl puede ser

usado como el agente de enlace celular en el conjugado. Los
anticuerpos anti-MUC1 gincluye, por ejemplo, anti-HMFG-2

(ver por ejemplo, Tayior— Papadimitriou y colaboradores,

Int. J. Cancer, 28: %17— 21 (1981)), hCTMO1 (ver, por

ejemplo, van Hof vy coiaboradores, cancer Res., 56: 5179—
5185)), y D56. Células %e.cénqer de préstata también pueden
ser atacadas con el %onjugado usando un antigeno anti-
membrana especifico degpréstata (PSMA) como el agente de
enlace celular, tal como J591 (ver, por ejemplo, Liu y
colaboradores, cancer Res. 57: 3629-3634 81997)). Ademas,

células de cancer que expresan al antigeno de Her2, tales

000041
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como células de canceres de seno, prbostata y de ovario,

pueden ser atacadas usando el trastuzumab del anticuerpo.

Anticuerpos anti- IGF-I

en el conjugado.

[0033]Anticuerpos

R que enlazan al receptor del factor

insulina también pueden ser usadas

son

particularmente preferidos
ant;cuerpos monoclonales humanizados, ejemplos de los
cuales incluyen huN901; huMy9-6, huB4, huC242, traétuzumab,
bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituzumab (ver por ejemplo,

ias Patentes 5,639,641
Provisional U.S. No. 6
con la Publicacién de‘E
Al),
Pedersen y colaborador

supra, Liu y colaborad

Solicitud de Patente

y 5,665,357, Solicifud de Patente
0/242,332 (la cual esta relacionada
olicitud de Patente No. 2005/0118183
Internacional WO 02/16401,
es, supra, Roguska y colaboradores,

bres, supra, Nadler y colaboradores,

supra, Colomer y colaboradores, Cancer Invest., 19:

49-56

i .
(2001), Heider vy coladoradores, Eur. J. Cancer, 312:2385-

2391" (1995),

1193-1203 (1994),

y M
2188-2195 (1997)). Més

anticuerpo monoclonal

Welt y G

olaboradores, J. Clin. Oncol., 12:

preferiblemente, el anticuerpo es el

humanizado huN901 o el anticuerpo

monoclonal humanizado hHuMy9-6. Otros anticuerpos preferidos

incluyen CNTO085, huDS6
arte otros anticuerpos
ser usados en conexién

[0034]Mientras

i huB4, y huC242. Se conocen en el
monoclonales humanizados y pueden

con la invencidn.

que el agente de enlace celular,  es

preferiblemente un anticuerpo, el agente de enlace celular

también puede ser una molécula diferente de anticuerpo.
! ]

Las
000042

SAnEG
f‘vgulw:

aloney vy colaboradofes, Blood, 90:°
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moléculas diferentes dé anticuerpo adecuadas incluyen, por
1 .
ejemplo, interferones ipor ejemplo, interferon alfa, beta,

‘o gama), linfoquinas (ﬁof ejemplo, interleuquina 2 (IL-2),

IL-3, .IL-4 o IL-6), hormonas (pdr ejemplo insulina),

factores de crecimientd (por ejemplo, EGF, TGF-alfa, FGF,(y,

X

VEGF), factores estimuladores de colonias (por ejemplo, <

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

Today, 5: 155-158 (1984)) somatostatina, y transferrina

(ver, por ejemplo, O’Keefe y colaboradores, J. Biol; Chém.,
260: 932—937“(1985)). Bor ejemplo, GM-CSF, el cual enlaza a
células mieloides, puede ser usado como un agente de enlace
celular para llegar a c¢élulas de leucemia mieldgena agudas.
Ademas, IL-2, que enlaza a células T activadas, puede ser
usada para prevencidén de rechazo de{injerfo de trasplante,
para terapia y prevencidén de enfermedades del huésped
versus injerto, y para |tratamiento de leucemia de células T

aguda. El1 factor de crgcimiento epidérmico (EGF) puede ser

usado para canceres escamoso tales como cancer de pulmén y

cancer de cabeza y cuello. La somatostatina puede ser usada

para llegar a células| de neuroblastoma y otros tipos de

células tumorales.

[0035]Ei conjugade puede comprender cualquier'férmaco
adecuado, tipicamente | un agente citotéxico. Un “agente
citotéxico”, como se |usa en la presente, se refiere a
cualquier compuesto que da como resultado la muerte -de una

célula, induce la muerte celular, o disminuye la viabilidad

celular. Los agentes [gcitotdxicos adecuados incluyen( por

maytansinoides,

000943

ejemplo, maytansinoides y andlogos
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‘Dichos maytansinoides

tengan un

4,256,746)

taxoides, andlogos de

andlogos de dolastatina.

invencidén, el agente
incluyendo

maytansinoles son

microtibulos y son muy

maytansinol

Y

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

citotdxico es un

% ahélogoé de maytansinol. Los

compuestos que inhiben la formacién de

téxicos para células de mamiferos.

Los ejemplos de andloges de maytansinol adecuados incluyen

aquellos que tienen

un anillo aromatico modificado vy

agquellos que tienen modificaciones en otras posiciones.

Patentes U.S. Nos.
4313,946, 4,315,929,
4,362,663, 4,364,866,

5,475,092, 5,585,499, 5

[0036]Ejemplos de

descloro de 19

ansamitosina P2),

descloro {(Patentes

Streptomyces o Actinomyces

desmetilacidén usando o
20-desmetoxi,
U.S. No. 4,294,757)
cloruros de acilo).
[0037]Ejemplos de

modificaciones de po

aromatico incluyen: (1)

anillo aromatico
dtomos de

(preparadc por

siciones

se describen en, por ejemplo; las
4,256,746, 4,294,757, 4,307,016,

4,322,348, 4,331,598, 4,361,650,

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

,846,545, y 6,333,410.

andlogos de maytansinoides que

modificado inéluyen: (1)
~carbono (Patente U.S5. No.
reduccién por LAH de

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

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

016) (preparado por

descloracién usando LAH), y (3) C-

C—ZO—aéiloxi (-OCOR), +/- descloro (Patente

(preparado por acilacidn usando

andlogos de maytansinol gque tengan
diferentés de 'un anillo

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

. 006044
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(preparado por la reacdién de maytansinol con H;S o P2S5),

|
(2) C-l4-alcoximetilo {

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

4,331,5988), (3) C—l4—hﬂdroximetilo o aciloximetilo (CH,OH o

CH,0Ar) (Patente U.S. |

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

de Nocardia), (4) C—l$—hidroxi/aciloxi (Patente U.S. No.

4,364,866) (preparado:
maytansinol por medio
(Patente U.S. No. 4,31
mediflora), (6)

4,362,663 y

C—18—N—desmetilo

4,322,348) (pfeparado por

por medio de la conversidn de

de Streptomyces), (5) C-15-metoxi

3,946) (aislado a partir de Trevia
(Patentes U.sS. Nos.

medio de la

desmetilacién de maytamsinol por medio de Streptomyces), Yy

(7) 4, 5- desoxi (patente U.S. No.

por medio de la reduca

titanio/LAH) .

4,371,533) (preparado

ién de maytansinol con tricloruro de

[0038]En una modalidad preferida de la invencidn, el

conjugado utiliza el maytansinoide DM1 gque contenia el

tiol,
1- oxopropil)- maytans

estructura de DMl estéa

MeO

también conocido como NT—desacetil-NT—(3—mercaptof

ina, como el agente citotdxico. La

répresentada por la Férmula (I).

006045
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[0039]En otra modalidad preferida de la invenciédén, el
conjugado utiliza el maytansinoide DM4 que contenga tiol,
también conocido como’ N2 -desacetil-N?'- (4- metil- 4-

mercapto- 1- oxopentil)- maytansina, como el agente

‘citotéxico. La estructura de :DM4 estd representada por la

Férmula (II):

[0040] Pueden usarse otras maytansinas en el contexto
de la invencién, inclhyendo,' por ejemplo, maytansinoides
gue contengan tiol vy disulfuro que posean una sustitucioédn

mono- o di- alquilo sobre el atomo de carbono gue posea el

dtomo de azufre. Se @ prefiere de manera particular el

maytansinoide que tehga en la posicién C-3 (a) la

funcionalidad C-l4-hidroximetilo, C-15-hidroxi, o C-20
desmetilo, y (b) una cadena lateral aminocdcido acilado con
un grupo acilo que posea un grupo sulfhidrilo interrumpido}

en donde el atomo de carbono del grupo acilo que posea la

00646
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uno o dos sustituyentes, dichos

sustituyentes que sean (CH;, CzHs, alquilo o alquenilo lineal

o ramificado que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico Que tenga desde 3 a 10 &tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, e} radical

heterociclico aromatico
adicionalmente uno de los sustituyentes puede ser H, y en

donde el grupo aéilo t
de al menos tres &tomo

carbonilo y el &tomo de

[0041]Maytansinas

o heterocicloalquilo, y en donde
iene una extensién de cadena lineal

s de carbono entre la funcionalidad

azufre.

adicionales para uso en el contexto

de la invencién incluyen compuestos representados por la

Férmula

R4) n~CR1R,SZ,

independientemente CHs,

(I1I):

en donde Y’

(CR7Rg) 1 (CR9=CR10) p (

en doride Ry Y R

Mgy,

(1D,

representa

"=C) gBo (CRsRe) Dy (CR11=CR12) r (C=C) Bt (CR3

son cada uno

;Cﬁﬁ, alquilo o algquenilo lineal que

00666047
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tengan desde 1 a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo

ciclico o ramificado hue tehga desde 3 a 10 A&tomos de

carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico

aromatico o heterocicldalquilo, y en donde R, también puede

ser H, f

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

tengan 3 - 10 atomos de carbono, arilo "simple o
sustituido, o) radibal heterociclico aromdatico o}
heterocicloalguilo,

en donde Rs, Ry, Rs, Re¢, R7, Rg, Rg, Rig, Ri1, Yy Riz son

cada uno independien;emente H, CHs, C,Hs, alquilo o
l :

alquenilo lineal que t%nga désde 1 a 10 &tomos de carbono,
| _ :

alquilo o alquenilo ciélico o ramificado que tenga desde 3

a 10 Atomos de carbono, fenilo, fenild sustituido o radical

héterociclico arométicq, o} heéerocicloalquilo,

en donde 1, m, n, o, p, 4, r, s, y t son cada uno

independientemente cero o un entero desde 1 a 5, a

condicién de que al menos. dos de 1, m, n, o, P, 4, I, S, ¥

t no sean cero a la vez, y en donde Z es H, SR o COR, en.

donde R es alquilo o dlquenilo lineal que tenga desde 1 a

10 A&tomos de carbono, algquilo o alquenilo ramificado o
lineal que tenga desde 3 a 10 atomos de carbono, © arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o

heterocicloalquilo.

[0042]Modalidades preferidas de la Férmula (II1)

incluyen compuestos deiFdérmula (III) en donde (a) Ry es H,

R, es metilo y Z es H,;(b) R, y R; son metilo y Z es H, (c)
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Ry es H, R
metilo, y Z es —SCHjs.

[0043]Dichas mayt

compuestos representados por las Férmulas

(IV-D,L)

HaC

May/ N

@-1)

es metilo

33

y Z es —-SCHs, y (d) Ri y Rz son

ansinas adicionales también incluyen

(Iv-L), (Iv-D), o

Hie,

* 1 DU
® X o)
v May/ \R\T v May/ \Y‘XT v
| o

O

(IV -D) (]-V "DsL}

en donde Y representa (CR7Rg) 1 (CR5Rg) m {CR3R4) nCR1R2SZ,

en donde R; y Ra

CoHs, alquilo 1lineal,

son cada uno independientemente CHs,

dtomos de carbono alguilo o alquenilo ciclico o ramificado

gue tengan desde 3 a

sustituido, o

radijcal

10 aAtomos e carbono) fenilo, fenilo

heterociclico aromatico o

heterocicloalgquilo, y en donde R, también puede ser H,

en donde R3, Ry
independientemente H,
gue tenga desde 1 a
alquenilo <ciclico o

atomos

de carbono, fenilo,

% Rs, Rg¢, R; y Rg son cada .uno
¢H3, C,Hs, alguilo o alguenilo lineal
10 étomds de carbono, alquilom o
ramificédo que tenga desde 3 a 10

fenilo sustituido, o radical

heterociclico aromdtico o. heterocicloalguilo,

en donde 1, m, VY

n son cada uno independientemente un

entero desde a 1 5, y ddemds n puede ser cero,

en donde Z es H,
alquenilo lineal o ram
de carbono, alguilo o

10 &tomos de carbono,

SR, o COR en donde R es algquilo o

ificado que tenga desde 1 a 10 atomos

d arilo simple o} sustituido o) radiCal

U HpG04S

> alquenilo que tenga desde 1 a 10

alquenilo ciclico gque tenga desde 3 a’
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heterociclico aromatico

May, representa un 0

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

desmetilo.
' |

34

o heterocicloalquilo, y en donde

aytansinoide . que posea la cadena

[0044]Modalidades Epreferidas de las Férmulas (IV-L),

(IV-D) y (IV-D,L) inclhyen compuestos de (IV-L), (IV-D) vy

R8:son cada uno H, 1 vy
(b). R1 y R2 son metilo

ymsonl, nes O, v 2

~(IV-D,L) en donde (a) Rl es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, vy

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

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

R6, R7, y R8B son cada wno H, 1 ymson l, nes 0, v Z es -

SCH3, o (d) Rl y R2 so

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

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

[0045]Preferibleme

representado por la For

[0046]Las maytans

1nas

nte, el agente citotéxico es

mula (IV?L).

adicionales preferidas también

incluyen.compuestos representados por la Férmula (V):

MeO

i
:

'qu,,,"

o)

16150

L

D
o
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en donde Y represe

35

nta (CRyRg)1(CRsRe)m(CR3R4) nCR1R2SZ,

en donde R; y Ry éon cada uno independientemente CHs,

5 alquenilo que tenga desde 1 a 10

C,Hs, alquilo lineal,

Atomos de carbono, : alguilo o alquenilo ciclicQ o
ramificado que tengan; desde 3 a 10 &tomos e carbono,
fenilo, fenilo ,sustituido, o) heterociclico

aromdtico o heterociclc
ser H,

en donde Ri, Ry,

independientemente H, CHjs, CzHs, algquilo o alguenilo lineal

gue tenga desde 1 a
algquenilo ciclico o 1
Atomos de carbono, fe

heterociclico aromatico

radical
alquilo, y en donde R tambiénipuéde
cada uno

Rs, Rg, R7 vy Rg son

10 4&tomos de carbono, alquilo o

nilo, fenilo sustituido, o radical

o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, y n son cada uno independientemente un

entero desde a 1 a 5, %

en donde 7 es H,

ademds n puede ser cero,

SR, o COR en donde R es élquilo e}

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

alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3

a 10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o©

radical heterociclico &
[0047]Modalidades%
incluyen compuestos de

es metilo, R5, Rs, R7,

romdtico o heterocicloalquilo.
preferidas de la Férmula (V)

Férmula (V) en donde (a) Ri es H, Rg

y Rg son cada uno H, 1 y m son cada

uno 1, nes 0, y 2 es @, (b) Ry y Ry son metilo, RS, R6,'R7,

y R8 son cada uno H, léy m son 1, n es 0, y 2 es H, (c).Rl

es H, R2 es metilo, RSE R6, R7, y R8 son cada uno H, 1 ym

son 1, nes 0, y 2 es ?SCHB, o (d) Rl y R2 son metilo, RS,

*E@Kﬂ 5?

amificado qué tenga desde 3 a 10
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R6, R7,
SCH3.

[0048]Maytansinas

compuestos representados por las Foérmulas

(VI-D,L):

%

(VL)

36

R8 son cada uno H, 1 y m son 1, n es 0, y 2 es —

preferidas aun adicionales in¢luyen

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

Hey H e, B9
O N /JL\ 0 /JL\
1 ST

@]

(VID) (VI-D, 1),

en donde Y, representa (CR7RM1(CR5RQHACR3RQHCR¢RZSZ,

en dondé Ry v R:
C2Hs,
atomos de carbono,.
gue tengan desde 3 a

sustituido, o

radiical

son cada uno independientemente CHj,

alquilo o alguenfilo lineal que tenga desde 1 a 10

alquilo o alquenilo ciclico o ramificado

10 &tomos e carbono, fenilo, fenilo

heterociclico aromatico o}

heterocicloalquilo, y en donde R; también puede ser H,

en donde Rz, Ry
independientemente H,
que tenga desde 1 a

algquenilo

atomos

ciclico o ramificado que

de carbono, fenilo,

/ Rs, Rg Ry y Rg son cada uno

i

GH;, CpHs, alquilo o alquenilo lineal

tenga

fenilo sustituido, o radical

heterociclico aromédtico o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, VY

n son cada uno independientemente un

entero desde a 1 a 5, y ademds n puede ser Cero,

en donde Z; es SR,

alquenilo lineal que t

alquilo o alguenilo ci

o COR en donde R es alquilo o©
enga desde 1 a 10 atomos de carbono,

-lico o ramificado que tenga desde 3

10 &tomos de carbono, alquilo o

desde 3 a 10
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i

a 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o

radical heterociclico aromdtico o heterocicloalguilo, y en

donde May es un maytansﬁnoide.

[0049]Maytansinas % preferidas adicionales incluyen

compuestos representado@ por la.Férmula (VII)

O
O
'lll[[””’
2>:
_< .
N

MeO

(VI

en donde Y2’ representa

(CR7R8)l(CR9=CR10)p(¢EC)qu(CRSR6)mDu(CR11=CR12)r(CEC)th(CRB

Rs) n~CR1R25Z, en dodde Ry y R son cada uno

independientemente CH3,éCﬂﬁ, alguilo o alquenilo lineal que
tengan desde 1 a 10>étémos de carbono, alguilo o alguenilo
ciclico gque tenga desd% 3 a 10 &tomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido o Eradical heterociclico aromatico O
heterocicloalquilo, y e% donde R2 también puede ser H,

en donde A, B, D %on cicloalguilo © cicloalquenilo que

tengan 3 - 10 étomés de carbono, - arilo

sustituido, 0 radical heterociclico aromatico

heterocicloalquilo,

~

oo ey

‘.VJ 0 0 i\ ‘;’?3“

.simple o

o

r——
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en donde Rj, Rg, Rs, Rg, Ry, _RBI Ry,

cada uno

alguenilo lineal que t

independientemente H,

38

Rig; Rii1, y Riz son

CH3, -C2H5, alquilo (o]

enga desde 1 a 10 &tomos de carbono,

alguilo o alquenilo‘ciqlico o ramificado que tenga desde 3

a 10 atomos de carbono

, fenilo, fenilo sustituido o radical

heterociclico arométicoL o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, n, o, p, 49, I, S, Y t son cada uno

i
t

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

condicién de que al me

|
Qos doside 1, m, n, o, P, 4, I, S, Y

t no sean cero a la veﬁ, y en donde 722 es H, SR o -COR, en

donde R es alquilo o alguenilo lineal que tenga desde 1 a

10 &tomos de carbono,

alquilo o alquenilo ramificado o©

ciclico que tenga desde 3 a 10 atomos de carbono, o arilo

simple o

heterocicloalqguilo..
[0050]Modalidades

incluyen compuestos de

es metilo.

sustituido o

radical heterociclico .aromdtico o

preferidas de la Férmula (VII)

[0051]Ademds de maytansinoides, el agente citotéxico

usado en el conjugado puede ser un taxano O un derivado del

mismo. Los taxanos son una familia de compuestos dque
incluye el paclitaxel (Taxol®, un producto natural
citotéxico, y docetaxel (Taxotere®), un derivado semi-

sintético, ambos son usados ampliamente en el tratamiento

del céancer.

que inhiben la despolimerizacién de la tubulina,

como resultado la muerte celular.

y el paclitaxel son igentes atiles en el tratamiento de

Los taxands son Venenos aciculares mitdticos

"dando

OEIN54

Formula (VI) en donde Rl es H y R2

Mientras que el docetaxel

P
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zelensis. CC-1065 es ép

cidncer, su actividad anl

toxicidad no espec

39

ti-tumoral es limitada a causa de su

ifica hacia células

Adicionalmente, compuestos como el paclitaxel y docetaxel

por si mismos no son

usados en conjugados de

suficientemente potentes para ser

agentes de enlace celular.

[0052]Un taxano preferido para uso en la preparacidn

de un conjugado citotdx

ico es el taxano de Férmula (VIII):

[0053]Métodos para(gqnyetizar taxanos que pueden ser

usados en el contexto%
para conjugar taxanos
como anticuerpos, son
U.S. Nos. 5,416,064,

6,436,931, 6,596,757,

Publicacién de Solicitud de patente U.S. No.

Al.

[0054]FE1
derivado del mismo. CCs
aislado del

tumoral

in vitro que farmacos

citotéxiko también puede

de la invencién,

a agentes de enlace celular tales
descritos en detalle ‘en las Patentes

6,372,738,

5,475,092, 6,340,701,
6,706,708, y 6,716,821, y la
2004/0024049

ser CC-1065 o un
1065 es un potente antibidtico anti-
caldo de cultivo de

roximadamente 1000 veces mas potente

anti-cancer comunmente usados, tales
000085

&

normales..

junto con métodos

Streptomyces -
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como doxorubicina,

cdlaboradores, Cancer Res. 42:

sus analogos se

5,585,499,

citotdxica de

5,8846,545,

actividad alquilante vy
intercalar ADN. Estas
separadas de 1la moléc

alquilante esta
ciclopropapirroloindol

reside en las dos subun

[0055]Varios analogos de CC-1065 son conocidos en el

arte y también pueden

describen en

CC-1065 ha

40

metotrexate, y vincristina (Bhuyan vy

3532-3537 (1982)). CC-1065 y

las Patentes U.S. Nos.

6,340,701 y 6,372,738. La potencia
correlacionada

sido con  su

idades pirroloindol ‘de CC-1065.

ser usados como el agente citotdxico

en el conjugado (ver, por ejemplo, Wapehoski %
colaboradores, J. Med. IChem. 31: 590-603 (1988)). Una serie
de CC-1065 han sido desarroilados, en. los

de anédlogos

cuales la porcién CP

ciclopropabencindol (CBI) (Boger y -colaboradores, J. Org.
Chem. 55: 5823-5833 (1990), y Boger y colaboradores,
Bioorg. Med. Lett., 1: 115-120 (1991)). Estos analogos de

CC-1065 mantienen la
precursor, sin éausar
Comoc CC-1065,
enlazar covalentemente

muerte celular.

[0056]La eficienci

alta potencia in vitro del fadrmaco

retardo de la toxicidad en ratones.

estos compuestos son agentes alquilantes para

a la estria menor de ADN para causar

2 terapéutica de analogos de CC-1065

puede ser grandemente mejorada cambiando la distribucién in
i

vivo a través de liberacidédn acertada a un sitio tumoral,

%QGG@EB

su actividad de enlazar ADN o de

dos actividades residen en partes

hla. A este respecto, 1la adtividad

contenida en la subunidad

(CPI) y la actividad de enlace

I es reemplazada por una porcién

s
{4
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dando como resultado

objetivos, y asi, tox

41

mas baja toxicidad. en tejidos no

icidad generalizada més baja. Para

este fin, se han génerado conjugados de analogos vy

derivados de CC-1065

dciertan especificamente a células tumorales

ejemplo, las Patentes

5,846,545). Estos

%on agentes de enlace celular que
I (ver_‘por
| U.S. No. 5,475,092, 5,585,499, vy
éonjugados

tipicamente presentan

citotoxicidad especifica de alta objetividad in vitro, ¥y

actividad anti-tumoral
humanos
Res., 55: 4079-4084 (19

[0057]Se describen

andlogos de CC-1065 en:las Patentes U.S.

en modelos de xenoinjertos tumorales

(ver por ejeﬁplo, Chari y colaboradores, cancer

95)).
con detalle métodos para sintetizar

Nos. 5,475,092,

5,585,499, 5,846,545, 6,534,660, 6,585,618, y 6,756,397 vy

en la Publicacién de Solicitud de patente No. 2003/0195365
Al

[0058]Farmacos tales como el metotrexate,
daunorubicina, doxoru%icina, vinciistina, vinblastina,
melfalano, mitomicina? cC, clorambucil,

tubulisina vy

andlogos de

andlogos de

duocarmicina,

calicheamicina,
tubulisina, duocarmicina vy

dolostatina y analogos de

dolostatina también pueden ser usados en el contexto de la

invencién.
por ejemplo, patente U.

usados como el farmaco.

Compuestos de doxarubicina y daunorubicina

(ver

S. No. 6,630,579) pueden tambien ser

[0059]Los férmacoé conjugados pueden ser preparados

por medio de métodos !

farmaco o proférmaco§ al anticuerpo, se usa un

in vitro. A fin de enlazar a un

grupo

000057

s
i



5
°
® .
15
@
20
25

42

ligante. Grupos liganteﬁ adecuados son bien conocidos en el

i
i

a;te e incluyen grupo% disulfuro, gruposv dcidos 1labiles,
grupos fotoléabiles, g%upos peptidasé labiles, Y grupos
estearasa léabiles. Gr@pos ligantes preferidos son los
grupos disulfuro. Por lejemplo, los conjugados pueden ser
construidos usando una reaccidén de intercambio de disulfﬁro

entre el anticuerpo |y el farmaco o profarmaco. Las

moléculas de farmaco ?ambién ’pueden ser enlazadas ‘a un
agente de enlace celulér a través de una molécula portadora
intermediaria tal como @lbumina de suero.

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

enlace celular es modificado haciendo reaccionar un

reactivo reticulador blifuncional .con el agente de enlace
celular, dando asi como resultado la fijacién covalente de
una molécula ligante al agente de enlace celular. Como se
usa en la presente, un;reabtivo reticu;ador bifuncional”.es

cualquier porcidén quimica que enlaza covalentemente a un

agente de enlace celular a un farmaco, tal como los

fadrmacos descritos e@ la presente. En  una modalidad

preferida de 1la invencién, .una porcién de la porcidn

ligante es proporciona@a por el farmaco. A este respecto, .

| . . '
el farmaco comprende una porcidén ligante que es parte de
i .

una molécula enlazadord més grande que es usada para juntar

al agente de enlace celular al farmaco. Por ejemplo, para

formar el maytansinoide DM1, la cadena lateral en el grupo

hidroxilo en C-3 de lal maytansina es modificada para tener

un grupo sulfhidrilo (SH) libre . Esta forma tiolada de

. . | _
maytansina puede reacclonar con un agente de enlace celular

000058
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modificado para formar -un conjugado. Por consiguiente, el

enlace final es conjun%ado a partir de dos cémponentes, uno
de los cuales es § proporcionaao por el reactivo
reticulador, mientras due el'otro es proporcionado por la
cadena lateral de DMl..

[0061] Puede usar%e cualguier reactivo feticulador
bifuncional adecuado e% conexidén con la invencidn, con tal
de que el reactivo'li%ante se proporciona para retencién
de las caracterist%cas terapéuticas, por ejemplo
citotoxicidad, y de objetividad del farmaco y el agente‘de
enlace celular, respectﬁvamehte.

Preferiblemente, la molécula ligante une el farmaco al
agente de enlace celular a través de ligantes guimicos
(como se describid antgriormente), de modo que el farmaco y

el agente de enlace celular sean quimicaménte acoplados

(por ejemplo, enlazados covalentemente) entre  si.

Preferiblemente, el reactivo ligante es un ligante
fragmentable. Més preferiblemente, el ligante  es

‘fragmentado bajo condiciones ligeras, es decir condiciones

en una célula bajo laé cuales la actividad del farmaco no

es afectada. Ejemplos ide ligantes fragmentables ' adecuados

incluyen enlaces disulfuro, enlaces acidos lidbiles, enlaces

fotolébiles,'enlaces-peptidasa labiles, y enlaces estearasa

ladbiles. Enlaces que contengan disulfuro son enlaces
fragmentables a travész de intercambio éiéulfuro, el cual
puede tener lugar bajé condiciones fisiolégicas. Enlaces
dcidos lébiles son enﬁaces fragmentables a pH é&cido. Por

ejemplo, ciertos compaﬁtimentos intracelulares, tales gcomo

0006058

e
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endosomas vy lisosomas,itienen un pH é&cido (pH de 4—5), %
proporcionan condicionés adecuadas para fragmentar enlaces
dcidos 1lébiles. Enlacés foto 1lébiles’ son Qtiies' en la
superficie corporal vy %n muchas cavidades corporales que
son accesibles a la %luz. Ademds, los rayos infrarojos
pueden penetrar el tejﬁdo. Eniaces peptidasa labiles pueden
ser usados parav fragéentar ciertos péptidos en células
interiores y exteriores (ver por ejemélo, Trouet vy

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

81982), Y Umemoto y coliaboradores, Int. J. cancer, 43: 677-

684 (1989)). i
[0062]Preferibleme%te, el farmaco es enlazado a un
agente de enlace celular a través de un enlace disulfuro.

La molécula ligante comprende un grupo quimico reactivo que

puede reaccionar con €l agente de enlace celular. Grupos

guimicos reactivos preferidos para reaccidén con el agente

de enlace celular son N_ succimidil ésteres y N-
sulfosuccinimidil ésteres. Adicionalmente la molécula
ligante comprende un grupo quimico reéctivo,
preferiblemente un ggrupo ditiopiridilo, que_' puede

reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro.

Moléculas de enlace particularmente prefgridas incluyen,
por ejemplo, N-  succinimidil  3- (2- piridilditio)
propionato (SPDP) gver por ejemplo, Carlsson .y
colaboradores, Biochemf J. , 173: 723-737 (1978)), 4- (2-
piridilditio) butanocato de N- succinimidilo (SPDB) (ver,
por - ejemplo, Patent% U.S. 4,563,304), 4- (2-
piridilditio)pentanoatoéde N—succinimidilo_(SPP) (ver, por

006060

e
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ejemplo, Numero de Régistro CAS 341498-08-6), vy otros
reticuladores reactivo% que se describen en la paténte
U.S. No. 6,913,748, la%cual es incorporada integramente a
la presente como referehcia.

[0063]Aungue ligantes fragmentables son usados
preferiblemente en.él %étodo de la invencién, un ligante
no fragmentable tambiép. puede ser usado 'para generar el
conjugado anteriormegte descrito. - Un ligante no
fragmentable es cualqu%er porcidén quimica que es capaz de
enlazar a un farmaco, tal como un maytansinoide, un taxano,

o un analogo de CC—lOGE, a un agente de enlace celular de

una manera covalente estable. Por consiguiente, ligantes

no fragmentables son sustancialmente resistentes a’

fragmentacién inducida: por &cido. Fragmentacidén inducida

por la luz, fragmentacién inducida por peptidasa,

fragmeptacién inducida; por eStearasa, Yy fragmentacién de
enlace disulfuro, en co%diciones bajo  las cuéles el farmaco
0 el agente de enlace c;lular permanece activo.
[0064]Reactivos reticuladores adecuados que forman
iigantes no fragmentables entre un farmaco y un agente.de

ligante fragmentable |son bien conocidos en el arte.

Ejemplos de ligantes noéfragmentables incluyén ligantes que
tienen un éster N- ésuccinimidilico o porcién éster
succinimidilico para geaccién con el agente de enlace
celular, asi como tambi%n una porcién basada en maleimido-
o halocacetilo para rea%cién con el farmaco. Los reactivos
reticuladores que coﬁprenden una porcién basada en

maleimido~ incluye 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato

00061




5
®
10
15
o
‘!}g
20
25

46
de N-succinimidilo QSMCC), 4 (N- maleimidometil) -
ciclohexan- 1- carboxi; 1- carboxi— (6~ amidocaproato) de

'N- succinimidilo, el cbal es un anadlogo de “cadena larga”

de SMCC (LC—SMCC), éster N-succinimidilico del &cido x-
maleimidoﬁndecanoico (KMUA), éster N- succinimidilico del
écido Y- maleimidobutirico v (GMBS), éster N¥
hidroxisuccinimida del; acido e-maleimidocaproico (EMCS),
éster m- maleimidobenzoil- N- hidroxisuccinimida (MBS),
éster N. (d—maleimidoacetoxi)fsuccinimidal (AMAS), 6- (B-
maleimidopropionamido)hannoato de succinimidilo (SMPH), 4~
(p—maleimidofenil)—buti;ato de N-succinimidilo (SMPB), e

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

reticuladores que comprenden  una porcién basada en

haloacetiio incluyen 4+ (iodoacetil)- aminobenzoato de N-
succinimidilo (SIAB), | iodoacetato de N- succinimidilo
(SIA), bromoacetato de N- ;succinimidilo (SBA), y 3-
(bromoacetamido) propio;ato dé N~ succinimidilo (SBAP).

[0065]10tros reactiyvos reticuladores gue carecen de un

. dtomo de azufre que forma ligantes no fragmentables puede

también usarse en el método de la invencién. Dichos

‘ligantes pueden ser derivados de porciones basadas en &cido

dicarboxilico. Las porciones basadas en acido dicarboxilico

adecuadas incluyen, pero no se limitan a, acidos o, o-
dicarboxilicos de la Férmula General (IX):

HCOOC-X1~Yn—Z2,~COOH

(IX)
en donde X es un jrupo alquilo, algquenilo o alquinilo

lineal o ramiffcado, qué tenga 2 a 20 &tomos de carbono, Y
| - naoak2

i -
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es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que posea 3 a 10

dtomos de carbono, Z es un grupo aromatico sustituido o no

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

heterociclico sustituﬁdo O no sustituido en donde el
heterocatomo es selecci&nado de N,.O 0 S, vy en donde 1, m, vy
n son cada uno 0 o 1, /a condicién de que 1, m, n no sean
todos cero al mismo tiempo.

[0066]Muchos de | los ligantes no fragmentables

descritos en 1la presente se describen en detalle en la

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

" Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2005/0169933

Al.

[0067]Alternativém?nte, como se describe en la Patente
U.S. No. 6,441,163, él,. el férmaco puede ser primero
modificado para introdéci: un éster reactivo adecuado para
reaccionar con un agenée de enlace éelular. La reaccidn de
estos maytansinoides q?e contengan una pércién de enlace
adecuada con un agenteéde enla;e célula proporciona otro
método de producir un conjugado de maytansinoide-agente de
enlace celular fragmentable o no fragmentable.

[0068]Informacidn adicional concerniente a

maytansinoides, agentes citotdéxicos que los comprendan,

conjugados de férma¢os, y métodos de preparacién

relacionados se descriﬁen en la Solicitud de Patente U.S.

No. 11/352,121 y 1la Solicitud de Patente U.S. No.

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

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

000963
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[0069]Los ejemplos siguientes ilustran adicionalmente
la invencién pero, por supuesto, no se construyeron CcOmo
limitantes de su alcance en manera alguna.

EJEMPLO 1

[0070]Este ejemplo demuestra la ‘purificacién de un:

anticuerpo modificado | con un reactivo de modificacidn

heterobifuncional usando TFF.

[0071]1E1 anticuerpo monoclonal huN901 (concentracidn

final de 8 mg/ml) fué incubado con 4- (2— piridilditio)

pentanoato) de N- succinimidilo (SPP, exceso molar de 5.6

veces) por aproximadaménte 180 minutos a 20 °C en 50 mM de

regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5) que contenga'SO
mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y<etanol.al 5.%. En un primer
grupo, 1a mezcla de reaccién se purificd usando una columna

de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida en 50 mM de

regulador de fosfato de potasio (pH de 6.5) que contenga 50

mM de NaCl y 2 mM de ﬁDTA. En un segundo Jgrupo, la mezcla
de reaccién fue purificada usando un sistema Pellicon XL

TFF (Millipore, Billérica, MA), y el anticuerpo fue

diafiltrade (5 volﬁmenés) en 50 mM de fosfato de potasio[

50 mM de NaCl (pH de 6.5), y 2 mM de 'EDTA usando una
membrana de corte de peso molecular de. 10,000 (membrana de
celulosa regenerada UltracelTM, Millipore, Billerica, MA) .

Ambas muestras fueron conjugadas con DM1 (exceso molar de

1.7 veces sobre el enlazador sin enlazar) por 18 horas a
pH de 6.5 en reguladof de fosfato de potasio gque ;ontenia

Q

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

000064
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[0072]En ambos grupos, los rendimientos se

determinaron espectroféotométricamente (longitud de onda de
280 nm) para las etapas de modificacién y de purificacién
combinadas. Las propérciones del anticuerpo a ligante

fueron también determinadas por tratamiento con

‘ditiotreitol para liberar piridina-2-tiona, la cual tuvo un

coeficiente de extihci%n de 8,080 M1 cm? a 343 nM. Las
proporciones de férméco/anticuerpq fuefon determinadas
espectrofotométricament% (longitudes de onda de 280 nm vy
252 nm) para la etapaéde conjugacién. Ademas, 1la remocién
de especies moleculare% pequefias relacionadas con SPP se
mididé por HPLC Hisep.

[0073]Los datos re%ultantes se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Métodos de'Purificacién para huN901

Modificado ! Usando G-25F versustFF

| Resina TFF
_Sephadexm
G25F
Etapa de Rendimie%to de la etapa‘| 94  98
Modificacidn | (%) |
Proporcién de Ligante/ 4.9 4.9
Anticueréo
Molécula% pequenias | 0.2 | 0.2
relacion%das con SPP (%)
.Etapa de Propqrcién de Farmaco/ |3.7 3.7
Conjugacidén Anticueréo
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[0074]Como se nmeﬁtra en la Tabla 1, el uso de TFF

produjo el féarmaco conbugado producto de al menos calidad

equivalente al prpcééo de. cromatografia no adsorbente
(G25), mientras que séa-més;convéniénte Yy transportable a
escala. |
EJEMPLO 2.

[0075]Este ejemplé démuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado ! con un reactivo de modificacién

heterobifuncional usando cromatografia de absorcién.

[0076]E1 anticuerpo huB4 fue modificado con 4— (2-

piridilditio) butanoaté de N- succinimidilo (SPDB, exceso

molar de 5.4 veces) poé 120 minutos a temperatura ambiente
en 50 mM de regulador ide fosfato‘de potasio (pH. De 6.5)
gue contenia 50 mM de NaCl, ZVmM de EDTA, y etanol al 5 %.
En un primer grupo, l; mezcla de reaccién fue purificada

usando la resina SephadexTM G25F como se describié en el

Ejemplo 1. En un segundo grupo, la mezcla de reaccién fue

cargada sobre una columha de ceramica hidroXiapatita (CHT),

Bio-Rad Laboratories,é Hercules, ca), la cual fue

equilibrada en 12.5 mM de regulador de fosfato devpotaSio
(PH de 6.5) y se eluyé%con 80 mM de regulador de fosfato
de potasio (pH de 6.5).%

[0077]En ambos Jrupos, los rendimientos y las
proporciones de ligante:anticuerpo fueron determinadas como

se describe en el Ejémplo l. El primer grupo tuvo un

rendimiento de 91 % y una proporcién de ligante/anticuerpo

Q

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

proporcidén de ligante/aﬁticuerpo de 4.2.

160066
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[0078]E1 anticuergo CNTO95 (concentracién final de 10
mg/ml fue modificado con 4- (2- piridiltio)butanocato de N-

succinimidilo {(SPDB, éxceso molar de 4.5 veces) por 120

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

[<3

(pH de 7.5) que conten;a 2.5 % de sacarcsa y 5 % de etanol.
En un ?rimer grupo l; mezcla de reaccidén fue purificada
usando la resina Sepha%exTM G25F en.12.5 mM de regulador de
fosfato de sodio (pH de 6.5) que contenia 12.5 mM de NaCl y-
0.5 mM ée EDTA. En un %egundo grupo, la mezcla de reaccidn
fue cargada en una coiumna de SP Sepharose Fast Flow (GE
HealthCare, Piscataway? NJ), la cual fue equilibrada en 10
mM de regulador de fosfato de sodio (pH de 7.5) y eluyd con
50 mM de regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5), gue
contenia 50 mM de NaCl. |

[0079]En ambos grubos, los rendimientos 'y proporciones
de ligante/anticuerpo fueron determinados como se describe
en el Ejemplo 1. El primer grupo tuvo un rendimiento de 96
% y una proporcidén de ﬂigante/anticuerpo de 4.0. El segundo
grupo tuvo un rendimiento de 97 % y una proporcién de
ligante/anticuerpo de 4i1. |

[0080]Los datos obtenidos en este ejemplo demuestran

que puede usarse la, cromatografia de adsorcidén para
purificar un anticuerpo modificado <con un reactivo de
modificacidén heterobifuhcional.

EJEMPLO 3

[0081]Este ejemplo demuestra los efectos benéficos de

conjugar un anticuerpo! modificado con un farmaco a pH de

mas 6.5. é Qjﬁgﬁ?
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[0082]En un prime% expérimenté, el anticuerpo CNTO95
fue modificado y purificado como se describid en el Ejémplo
2. El1 anticuerpo modificado fue entoncés dividido en dos
grupos. En el primer érupo,‘la conjugacién se efectud en

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

exceso molar de 1.7 ve;es de farmaco por ligante a 20 °C.
En el segundo grupo, l%
7.5. El anticuerpo c.
columnas NAP-10.
[0083]La propbrcién de farmaco/anticuerpo fue medida

para ambos grupos. Losédatos resultantes se exponen en la

Tabla 2.

Tabla 2. Proporcién de farmaco/anticuerpo en Reaccién

52

contenia 12.5 mM de Naél, 0.5 mM de EDTA, 3 % de DMA, y un

reaccién de conjugacidén fue a pH de

de Conjugacié% de pH de 6.5 versus 7.5.

Tiempo de. Propofcién ;' de | Proporciédn de
reaccidn férmaco/antic@erpo a pH| farmaco/anticuerpo a pH
(horas) de conjugacio& de 6.5 de cbnjﬁgécion de 7.5
5% = 3.0

1 2.3 - 3.4

1.5 -- 3.5

2 2.8 3.5

.2;75 -= 3.6

3.5 3.2 3.6

5 3.4 3.7

[0084]Como se muestra por los datos expuestos en la
Tabla 2, la conjugaciéngprocede mas rapido a pH de 7.5 gue

a pH de 6.5.

006068
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[0085]En ‘un seéundo experimento, el anticuerpo
monoclonal humanizado ﬁpB4 fue modificado ya sea con (a) un

exceso molar de 4.9? veces de SPDB en relacién al

anticuerpo, o (b) un eceso molar de 4.8 veces de SPDB en

relacién al anticuerpo. En ambas situaciones, la reaccién

fue en 50 mM de fosfa;o de potasio, 5Q mM de cloruro de
potasio, y 2 mM de EDTA (pH de 6.5) en 5 % de etanol por un
total de 120 minutos aétemperatura ambiente. La muestra (a)
fue purificada sobre una colﬁmha de resina SephadexTM G25F .
equilibrada en 50 mM% de fosfato de potasio, 50 ﬁM de

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

(b) fue purificada @ equivalentemente excepto que el
regulador de cromatogra&ia fue ajustado a pH de 7.5. Ambas-:
muestras fueron conjug;das con DM4 (exceso molar de 1.7
veces sobre el ligante %ﬁlazado) por 18 horas a temperaturé'
ambiente en una conce;tracién final de dimetilacetamida
(DMA) de 3 %.

[0086] Por consiguﬁentg, la muestra (a) fue conjugada
a pH de 6.5, y la mueétra (b) fue conjugada a pH de 7.5.
Las muestras fueron enfonces purificadas sobfe una columna .
de resina SephadexTM G25F equilibrada en 9.6 mM de'fosfato
de potasio y 4.2 mM deécloruré de sodio a pH de 6.5. Ambas
muestras fueron'incubaaas a 4 °C por hasta 7 meses y se

sometieron a analisis de farmaco libre liberado a

intervalos. Los .datos resultantes se exponen en la Tabla

3.

- 0006989
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Tabla 3: Liberacién de Farmaco libre durante el Tiempo

de Muestras Conbugadas a pH de 6.5 y de 7.5.

Tiempo pH de conjégacién de | pH de conjugacién de
(meses) 6.5 E 7.5
0.5 1.0 % 0.8
1.5 11.8 1.0
2.5 3.2 ‘ 1.9
7 4.0 2.8

[0087]Como se muestra por los datos expuestos en la
Tabla 3, la liberacién;de fidrmaco libre es sustancialmente
mds lenta que la muestra (b) que habia sido conjugada a pH

de 7.5 en relacidn é la muestra (a) que habia sido

1

conjugada a pH de 6.i. Por consiguiente, el producto de
farmaco conjugado preparado a pH. De 7.5 mostré ser estable

con respecto a la liberacién de farmaco libre durante el

tiempo en comparacién con el producto de farmaco conjugado

preparado a pH de 6.5.§La conjugacién a pH de 7.5 también

mostré una mejor incorporacién de farmaco que a un pH de
6.5 requiriendo asi el uso de menos farmaco.

EJEMPLO 4

[0088]Este ejempld demuestra los efectos benéficos de

conjugar un anticuerpo, modificado con un farmaco a pH de

menos de 6.0.

[0089]ElL anticueréo monoclonal huN901 (concentracidén

mg/ml) ' fue incubado con 4~ (2-

final de 8

piridilditio)pentanoatoé de N- succinimidilo (SPP, exceso

--006970
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molar de 5.6 veces por%aproximadamente 180 minutos a 20 °C
en 50 mM de regulado# de fpsfato de potasio (pH de 7.5)
gque contenia 50 mM de NaCl, 2 mM.de EDTA, v 5 % de etanol.
En un primer grupo, lé’mezcla de reaccidén fue purificada
usando una columna de ?esina SephadéxTM.G25F equilibrada vy
eluida en 50 mM de régulador de citrato de sodio (pH de
5.0) gue contenia 50 ?M de .NaCl y 2 mM de EDTA. En un
segundo grupo la mezcl; de reaccidén fue purificada usando
un coiumna de resina $ephadexTM G25F equilibrada y eluida
en 50 mM de regulador @e fosfato de potasio (pH de 6.5) que
contenia 50 mM de Naél y 2 mM de EDTA. Ambas muestras
fueron conjugadas con §M4 /exceso molar de 1.7 veces sobre
el ligante enlazado) éor 3, '19, 25, 48, y 120 horas a
temperatura ambiente ;en una concentracioén final de
dimetilacetamida (DMA) ée 3 3.

[0090] Pox consiguiente, el primer grupo de muestras

fue conjugado en 50 vaﬁe regulador de citrato de sodio (pH

de 5.0) que contenia 50 mM de NaCl y 2 mM de EDTA, y el

segundo grupo de mueétras fue conjugadb en 50 mM de
regulador de fosfato de%sodio (pH.de 6.5), que contenia 50
mM de NaCl y 2 mM de ?DTA. Las muestras fue:on entonces
purificadas usando una?columna de resina SephadexTM G25F
equilibrada y eluida eﬁ 50 mM de regulador dé fosfato de
potasio (pH de 6.5) que%coptenia 50 mM de NaCl.

[0091]En “ambos égrﬁpos, se determinaron ~las
proporciones de enlazaéor(anticuerpo por tratémiento con

ditiotreitol para liberér piridina-2-tiona, la cual tuvo un

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

006871
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determinaron eépectrofotométricamente las relaciones de
farmaco/anticuerpo (loﬁgitudes dé inda de 280 nm y 252 nm)
para la etapa de conjugacién. |
[0092]E1L pfimer; grupo tuvo una relacidén - de
- enlazador/anticuerpo dé 4.3.i El segundo g}upo tuvo una
proporcién de enlazadoé/anticuerpo dév4.2.
[0093]Las proporc?ones de farmaco/anticuerpo durante
el tiempo para los doségruposvse exponen en la Tabla 4.
Tabla 4.Velocida<§:1 de incorporacién de DMl en huN901

modificado con SPP como una Funcién del pPH de Conjugacién

Tiempo - de Proporcién molar de Farmaco/Anticuerpo

reaccién |

(horas) pH de éonjugacién pH de conjﬁgacién,
de 5.0 | de 6.5

3 2.43 g ' 2.97

19 338 é | 3.28

25 3.41 é - N.T.

| Tiempo de Proporcéén molar de Férmaco/Anticuerpo
| reaccidn | |
(horas) pH de éconjugacién pH de conjugacidn
de 5;042 ~ |de 6.5
48 | 3.46 E | 3.17
120 3.44 g 2.85

Taﬁla 4 (Continuacidn)

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

4, el conjugado que eséelaborado conjugando el anticuerpo

. 000072
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modificado con el farmaco a un pH de 5.0 alcanza un nivel

mas alto y mas estabie de farmaco enlazado durante el

transcurso de la reaccién de conjugacién que el conjugado.

hecho a un pH de conj@gacién de 6.5. Ademds a estabilidad
creciente, los resultaéos indican gque un nivelqmés alto de
Farmaco/anticuerpo es ﬁogrado a partir de la conjugacidn a
pH de 5.0 que cuando s% usdé la misma cantidad de fé&rmaco a
un pH de conjugacién zde 6.5, 1indicando asi el wuso mas
eficiente del farmaco a%pH de 5.0.

[0095]En ambos g%upos, las cantidades de mondmero
conjugado fuéron deter@inadas durante el:tiempo. Los datos

resultantes se exponen én la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto del pH de Conjugacién sobre el Nivel

de Monémero Conjugado Durante la Conjugacidn de huN901

modificado con SPP‘con DM1.

Tiempo de Monéme%o conjugado (%)

reacciéh

(horas) pH dei conjugacidén | pH de conjugaéién
de 5.0? de 6.5

3 98.5 98.0

19 | 98.8 z 98;2

25 59.1 7T

48 99.2 2 98.3

120 99.2 % 97.8

2000073
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[0096]Como es obvib de los datos expuestos en la Tabla

5, el conjugado que es elaborado conjugando él anticuerpo

modificado con el farmaco a pH de 5.0 tuvo un nivel mas

‘alto de mondémero conjuéado qﬁe el conjugado elaborado a un
pH de conjugacién de 6.%.
EJEMPLO 5
[009T7]Este . ejempio  demuestra adicionalmente los
beneficios de conjugér un farmaco a un anticuerpo

modificado a pH de meno% de 6.

[00981E1 anticueréo BIWA 4 fue modificado con SPP-

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

'~ - 140 minutos a temperétura ampbiente ‘en 50 mM de regulador

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

EDTA, vy 5 % de etaéol. Se purificaron alicuotas del
~anticuerpo modificado éen columnas de separacién NAP25

~equilibradas en reguladores que tenian varios valores de

pHs (pH de 4.6 a 6.5).§Los reguladores de pHs de 4.6 a 5.9

‘'se componian de 35 mM de citrato de sodio, 150 mM de

}cloruro de sodio, vy 2 mM de EDTA. El regulador de pH de 6.5

fue PBS con 2 mM de EDTé,

[0099]E1 anticuer%o‘ modificado de cada pH  fue
cbnjugado con DM1 (ex;eso molar de 1.7 veces sobre ‘el
enlazador)ven dimetilac;tamida (DMA, " concentracién final de
3 %) . Después de incubaéién por 17 - 18 horas a temperatura
ambiente, se purificaro; muestras del anticuerpo conjugédo
ﬁorvcrématografia sobre%columnas NAP 25 equilibradas en PBS
(pH de 6.5). Las propoﬁciones de enlazador/énticuerpo {(L/A

en la Tabla 6) fueron determinadas por tratamiento con

bk
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ditiotreitol para libr%r piridin—Z—tiona, la cual tuvo un
coeficiente de extincién estandar de 8,OOO.M'1 cmt a 343
nM. Las proporcionés de férmaco/anticuerpo fueron
determinadas espectrofétométricamente (longitudes de onda
de 280 nm y 252 nm)i para‘ la etapa de conjugacién. E1
mondémero conjugado, eépecies de aito peso molecular, y
especies de bajo peso ﬁolecular fueron determinadas por SEC

HPLC usando una %olumna' TSKG3000WXL equilibrada v
desarrollada en regulaéor de fosfato de potasio 0.2 M (pH.
De 7) que contenia cléruro de potasio 0.2 M e isopropanol

al 20 %.

[0100]Los resultados de estos andlisis se exponen en.

la Tabla 6.
Tabla 6.Caracteristicas del Producto Conjugado de

Farmaco en Relacidén al pH.

A B C D E F G H
4.6 1.7 [3.8 |3.6 |97.5 |2.2 0.4 |74
5.1 4.4 4.7 3.6 v9‘7.6 1.9 |0.6 |75
5.6 50 149 |56 977 (1.5 o5 &5
5.9 5.5  [5.3 IS T IV -3 R R R T
6.5 6.6 6.4 |3.7 |95.1 |2.8 [1.9 |71

A = pH del reguladér
B = Exceso molar dé SPP

C = L/A, proporciéﬁ de ligante/anticuerpo

D = D/A, proporciéﬁ de farmaco/anticuerpo
E = Mondmero (%)

000075
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F = Especies de pe?o molecular alto (%)
G = Especies de baéo peso molecular (%)
H = Rendimiento de%la etapa de conjugacién (%)

[0101]Los datos e%puestos en la fTablé 6, demuestran
quevla conjugacidén de %IWA modificado con SPP con.DMl fue
eficiente a pH inferioréa 6.0, en comparacién a la de pH de
4.5. Las cantidade% de ‘ligante \% de‘ férmaco,
especificamente ligant% de SPP- y DMl, requeridas para
alcanzar una proporéién de férmaco/anticuerpd finai
particular fueron redu;idas a pH mas bajo. Ademas, niveles
de mondmero conjugado,%especies de alto peso molecular, vy
especies de bajb peso %Olecular fueron mé&s optimas, y los
rendimientos fueron mej;rados, a pH mas bajo.

| EJEMPLO 6

[0102]Este ejemplo%demuestra que la etapa de purificar

el anticuerpo modificad§ puede oppioﬁalmente ser eliminaaa.

El farmaco puede ser. afiadido simulténeamente con el

reactivo modificador bifuncional o algun tiempo despué€s.

[0103]En un ejempfo de adicién de féarmaco despﬁés del

reactivo modificador, ?l anticuerpo monoclonal humanizado
CNTO095 fue modificado é una concentracién de 20 mg/ml con

el reactivo modificadoﬁ bifuncional SPDBR a un exceso molar

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

20 °C. El1 regulador deémodificacién fue 44 mM de regulador

Q

de fosfato (pH de 7.5) Que contenia 5.3 % de sacarocsa y 5 %
de etanol. Una alicuéta del - anticuerpo modificado fue
purificada sobre resiné SephadexTM G25F (proceso de cuatro

etapas estandar), equilibrada y eluida en 12.5 mM de

- 000076
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regulador de fosfato &e potasio (pH de 7.5) que coﬁtenia'
12.5 mM de NaCl, vy fué subsecuentemente conjugada con DM4
(exceso molar de 1.7 éveces de féarmaco sobre el ligante
enlazado) a una céncentracién final de anticuerpo
modificado de 10 mg/mi en 12.5 mM de regulador de fosfato
de potasio (pH de 7.5)% gue contenia 12.5 mM de NaCl y 10 %
de DMA por 20 horas % temperatura ambiente. Una segunda
élicuota del antiguerpo modifico fue conjugada
inmediatamente al finai_de la reaccién de modificaéién de
120 minutos (prbceso% de tres etapas), sin que sea
purificado adicionalmen&e;

[0104]Las concent€aciones de regulador y de proteina:
de la mezcla de reaccién de modificacién fueron ajustadas
para producir una conc?nﬁracién de proteina modificada de
10 mg/ml y una composicién de regulador de 28 mM de fosfato
de potasio (pH de 7.5)éque contenia 5.9 mM de NaCl y 2.7 %
de sacarosa. Se aﬁadié-entonces DM4 (exceso molar de:1.7
veces sobre el SPDB’i%icial), y el DMA se ajustd a una
concentracién final dé 10 %. Después de 20 horas de
incubacidén a temperatpra ambiente, ambas alicuotas de
anticuerpo conjugado %fueron purificadas sobre resina
SéphadexTM G25F equilib?ada en 10 mM de histidina y 10 % de
sacarosa a pH de 5.5.

[0105]Las proporC;ones de ligénte/anticuerpo (L/An)
fueron determinadas pog tratamiento con ditiotr;itol para
liberar piridin—Z—tion%, la cual tuvo un coeficiente .de
extincidén estandar deé 8,080 M?! em! a 343 nM. Las

proporciones de férmaco?anticuerpo (D/R) y los rendimientos
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fueron determinados espectrofotométricamente (longitudes de

‘onda de 280 nm y 252 nm) para la etapa de conjugacidén. Los
porcentajes de monémeré fueron ensayados por SEC-HPLC. Los

‘porcentajes de férmacé libre fueron ensayados por HPLC

sobre una columna Hise@. Los resultados de'esth andlisis
se exponen en la Tabla ﬁ;
Tabla 7. Eliminacs.én Optima de Etapa de Purificacién

para el Anticuerpo Modificado

Parametros Pgoceso de 4 Proceso de 3
ééapas etapas

'SPBD inicial 46 X 4.6 x

L/A : 4@1, _ No deferminado

D/A | 39 » 4.0

Rendimiento 7é % | 91 ¢

Mondmero (%) 95.8 : 96.1V

Farmaco libre (%) 2;4 1.1

L/A, proporcidn deéligante/anticuerpo

D/A, proporcidn deéférmaco/anticuerpo

[0106]Como se demo%tré por los resultados expuestos en
la Tabla 7, la etgpa para purificar el anticuerpo
modificado pueae ser %eliminada en el contexto de la

invencidn.

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

purificar el anticuerpo -que ha sido modificado con wun
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reactivo de modificacidén bifuncional y luego conjugado con
un maytansionide.

[0108]E1l anticuer@o huN901 modificado con SPP (exceso

molar de 7 veces) y purificado sobre resina SephadexTM.

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

el maytansinoide DM1 (exceso molar de 1.7 veces sobre el

ligante, disuelto en dﬁmetilacetamida (DMA), concentracidn.

final de 3 %).

[0109]Una primera%muestra de conjugado fue purificada
por cromatografia estéﬁdar sobre resinavSephadexTM G25F en
soluciédn salina regula&a con fosfato (PBS, pH de 6.5)..

[0110]Una segundagmuestra de conjugado fue purificada

por medio de un siétema Pellicon XL TFF (Millipore,

Billerica, MA), comovsé describidé en el Ejemplo 1.

[0111]Una terceraémuestra de conjugado fue éurificada
usando una columna de %resina MEP Hypercell equilibrada en
SO.mM de Tris (pH de 850),'y eluida con 50 mM de acetato de
sodio (pH de 4.0). »

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

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

y 50 mM de fosfato de $odio (pH de 6.5).

[0113]Una quinta huestra de conjugado fue purificada

‘usando una columna dé resina CHT (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA) equilibréda en 50 mM de fosfato de sodio (pH
de 6.5) y se eluyd coi NaCl 0.3 M y 50 mM de fosfato de

sodio (pH de 6.5).
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[0114]Una sexta muestra de conjugado fue purificada

‘usando una columna de SP Sepharose equilibrada en 35 mM de

Rcitrato de sodio, 10 mM de cloruré de sodio (éH de 5.0), yr
fue eluida con 0.25 mM de NaCl, 35ij de citrato de sédio
(pH de 5.0).

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

isopropanol al 20 %. Se determindé el rendimiento de la

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

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 289 nm).

[0116]Los resultados de estos andlisis se expohen en

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

Conjugacién

Muestra de | Etapa de | Mondmero Rendimiento

conjuéado purificacidn conjugado (%) de la etapa
conjugacioén . .(%)

1 (control) Resina G25F 93T2 , 85

2 (invencién) TFF 92.8 85

3 (invencién) Resina MEP ,94'5 .74
Hypercell

4 (invencién) Resina 96.3 ' 81

| UNOsphere

5 (invencién) Resina CHT 97.9 72

6 (invencién) Resina SP|95.1 81
Sepharose »" . 00?080
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[0117]Los resultaQOs de la Tabla 8 muestra que todos

los métodos de purificacidén de la invencidén investigados

(grupos 2 - 6) dieron rendimientos similares a los

obtenidos con el procéso control (grupo 1l). Cada método
cromatografico de la ihvencién produjo un mejoramiento en
el nivel de monémero: conjugado y puede ser facilmente
llevado a escala.

[0118]Ademéas de. éHT (cerdmica hidroxiapatita), CFT
(cerdmica fluoroapatifa) también pueden usarse bajo
éondiciones cromatogréficas similares. Alternativamente
ambas resinas 1la CHTE y la CFT pueden ser usadas en
modalidad n- adsorbent; de modo que el producto deseado
sustancialmente cénjugédo monomérico no séa retenido por
las resinas, mientras éue especies de alto peso molecular
son retenidas y asi sepéradas del producto deseado.

[0119]Aunque uéa composicién estandar de
regulador/solvente par% conjugacién comprende 3 % de DMA,
50 mM de fosfato de poéasio, 50 mM de NaCl, y'2 mM de EDTA

a pH de 6.5 (como se utilizé en el Ejemplo 1), otras

composiciones son mas compatibles con alguna de las etapas

cromatogréficas descrifas en la presente y proporcionan
otros beneficios en %elacién al proceso estandar. Por
ejemplo, la conjugaciéﬁ puedevser efectuada en DMA al 3 %,
12.5 mM de fosfato de p;tasio, 12.5 mM de.NaCl,iy O.S mM de
EDTA a pH de 6.5. Bajd estas condiciones, la cantidad de
DM4 incorporado en rélacién a la cantidad e ligante
incorporado en el anti;ﬁerpo huB4 fue de aproximadamente 10

$ més alta que para las condiciones esténdares. Ademas,

- B00051
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estas condiciones son; mas compatibles con cargar sobre
resinas tales como resi;as de intercambio catidnico y CHT.
[0120]Todas las réferencias incluyendo publicaciones,
solicitudes de patentes, y patentes, citadas en la presente
se incorporan a la gmisma como referencia 'en la misma
medida que si cadaé referencia fuera individual' Y
especificamente indicada para ser incorporada como

referencia y fuera expuesta integramente en la presente.

A 4

[0121]El1 wuso .de %un” (antes de consonante) vy un
(antes de vocal) vy “eﬁ[ la” y referentes similares en el
contexto de describir éla invencién (especialmente en el
contexto de las réivindicaciones siguientes) son
construidas para cubrirétanto el singular como el plural, a

menos que se indique de otra manera en la presente o sea

contraindicada claramente por el contexto. Los términos

W AN w ALY

gque comprenda”, Qué :tenga”, que incluya” vy que
contenga” se construferon como términos de finalidad
abierta (es decir que |significan “que incluya pero no se

limite a”) a menos que%se indique de otra manera. La cita
de intervalos de valores en la presente estd meramente
prevista para servir cdmo un método abreviado de referirse
individualmente a cadé valor separado que' caiga en el
intervalo, a ménos qué se 1indique de otra manera en la
presente, y cada valér separado eé incorporado en la
especificacidén como si?fuera citado individualmente en ia
presente. Todos los métédos descritos en la presente pﬁeden

ser efectuados en cualquier orden a menos que se indique de

otra manera en la presente o se contraindique claramente

1077000082 |
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por el contexto. E1 ?uso de cualquiera y de todos los
ejemplos, o lenguajes éjemplares (por ejemplo “tal como”)
proporcionadb en la présente;-esté preﬁisto meramente para
mejor iluminar la.invéncién Y no bresenta'una limitacidén
sobre el alcance de la:invencién a menoé que se reclame de
manera diferente. Ningﬁn lenguaje en la especificacidn
deberd construirse como indicando cualquier elemento no
reclamado como esencialgpara la practica de la invenciédn.
[0122]En la présente se describen modalidades
preferidas de esta iévencién, incluyendo el mejor modo

conocido por los inventores para llevar a cabo la

invencidén. Variaciones de las modalidades preferidas pueden

volverse.obvias para log expertos en el arte a partir de la
lectura de 1la descripcién anterior. Los inventores esperan
que los expertos empieen dichas variaciones segﬁh sea
apropiado, y los inventores pretenden que la invencién‘sea
practicada de otra manera a la especificamente descrita en
la presente. Por consiéuiente, la invencidén incluye todas
las modificaciones vy e@uivalentes del asunﬁo.citadb en las

reivindicaciones anexas a la presente como permitidas por

la ley aplicable. Adehés, cualquier combinacidén de los

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

contraindique claramente por el contexto.

" 17goanRy
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REIVINDICACIONES

Un proceso para preparar un conjugado anticuerpo-

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

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

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

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

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

quimicamente acoplados a través de los ligantes al

il
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maitansinoide a partir de los otros compuestos de la
segunda mezcla y por consiguiente preparar una segunda

mezcla purificada de anticuerpos quimicamente acoplados

'~ a través de los ligantes al maitansinoide.

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

mismas.

El proceso de la reivindicacién 1, en donde filtracidn

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

El proceso de la reivindicacién 1, en donde

precipitacidén selectiva se utiliza en la etapa (b).

El proceso de la reivindicacidén 1, en donde filtracidn

pot adsorcidén se utiliza en la etapa (b).

N
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11.

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

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

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

aproximadamente 4 a aproximadamente 6.0.

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

aproximadamente 6.5 a aproximadamente 9.

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

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

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

regulador de succinato, y un regulador de fosfato.

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

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

anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos,

000096
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12.

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

(c) someter la segunda mezcla a filtracidén de
flujo tangencial, precipitacién selectiva, filtracién
por adsorcidn, cromatografia por absorcidén, o una
combinacidn de las mismas, para purificar los
anticuerpos qguimicamente acoplados a través de los
liéantes al maitansinoide a partir de los otros

i

compuestos de la segunda mezcla y por consiguiente

preparar una segunda mezcla purificada de anticuerpos

z .

quimicamente acoplados a través de los ligantes al

maitansinoide

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

filtracién por adsorcién, o cromatografia por absorcién.

El proceso de la reivindicacién 11, en donde la primera

mezcla no se somete a purificaciédn.

00G0%7
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13.

14.

15.

l6.

17.

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

mismas.

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

aproximadamente 4 a aproximadamente 6.0.

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

aproximadamente 6.5 a aproximadamente 9.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 11-15,

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

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

regulador de citrato, un regulador de acetato, un
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regulador de succinato, y un regulador de fosfato.

18. El1 proceso de cualgquiera de las reivindicaciones 1-17,

en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

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

humanizado,

20. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el anticuerpo se selecciona del grupo que
consiste de huN901, huMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab,

bivatuzumab, sibrotuzumab, CNT095, huDS6, y rituximab.

21. El1 proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,

en donde el anticuerpo es trastuzumab.

22. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,
en donde el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.
23. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,

en donde el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.

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

humano.
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25.

26.

27.

28.

29.

30.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-17,

en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de

ratédn.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-25,

en donde el maitansinoide comprende un grupo tiol.

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

oxopropil)-maitansina (DM1).

El proceso de la reivindicacién 26, en donde el
maitansinoide es NT—deacetil—NT—(4—metil—4—mercapto—1—

oxopentil)-maitansina (DM4).

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

ldbiles en esterasa.

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

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

goanao
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succinimidil-4- (N-maleimidometil)~ciclohexano-1l-carboxi-
(6-amidocaproato), (LC-SMCC), éster de N-succinimidilo
de acido x-maleimidoundecanoico (KMUA), éster de N-

succinimidilo de 4&cido vy-maleimidoundecanoico (GMBS),

5 éster de N-hidroxisuccinimida de acido 0-
maleimidocaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS) , éster de N-(o—

maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-6-(B-

maleimidopropionamido) hexanoato (SMPH) , N-succinimidil
10 4- (p-maleimidofenil) -butirato (SMPB) , N-(p-
maleimidofenil) isocianato (PMPI), N-succinimidil-4-
(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SIA), bromocacetato de N-succinimidilo

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

15 (SBAP) .

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

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

succinimidilo (SMCC).

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

{(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-
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33.

succinimidilo (SMCC).

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

NT—(3—mercapto—1—oxopropil)—maitansina (DM1) .

noanaz



REéUMEN DE LA INVENCION
La invencidn prop@rciona un pfbceso para preparar un
! 5 agente de enlace ceiular quimicamente ~acoplado a un
fadrmaco. El1 proceso %comprende fijar covalentemente un
% | ligante a un agente ;de enlace <celular, una etapa de
‘ purificacién, conjugar% un férmaco‘ al agente de enlace

celular y una etapa de purificacién subsiguiente.
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RECIBO DE CA 999999999 95212 14/09/2012 465.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. R\ENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1"&%%%&%%% SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00 .~

SON: QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA COF' ¢\ . o\ 7ENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Responsable:

. Octubre 24 de 2012 - 12:15:30

Recibo de Caja Ap\Tcékanpediente No.

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Cali Center: (571) 6513240

L

-019

TR
No. 08 768-B-000
Fecha: 2013-03-08 13:53:21

Tra. 11 PATENTEIYII
Act. 411 PRESENTACION

$590.000.00

(LA

000

Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 83

Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 95’7@

006094

&L

RE



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

s

Industria y Comercio

s o s 8 550

SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 110882

Bogota D.C., Octubre 24 de 2012 - 12:15:26

RECIBIDO DE : CLARKE MODET

NI 830.008.643

% %k %

*** Soporte del Pago

o
¢

CANT. RENTISTICO
23 50005-01-01 SOLICITUDES

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL
ALAS 10 INICICIALES

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGQO VR.PAGO
RECIBO DE CA 999999999 95120 14/09/2012 820.000.00
RECIBO DE CA 999999999 95124 14/09/2012 820.000.00
RECI‘BO DE CA 999999999 956126 14/09/2012 820.000.00

‘ RECIBO DE CA 999999999 95127 14/09/2012 820.000.00
RECIBO DE CA 999999999 95212 14/09/2012 465.000.00

Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
30.000.00 690.000.00

SON: ™SEISCIENTOS NQVENTA MIL PESOS MONE/

gap

Responsable:
Recibo de Caja Aplickd/

Expediente No.

$690.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

LTI

Dep. 2020 DIRNUEVASCR
Eve: 378 FASENACIONAL]
Folios: 83

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y C

- Dep._2020 DIR NUEVASCR
£ve. 378 FASENACIONAL!
Folios: g8 G ¢

006093

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

, Octubré 24 de 2012 - 12:15:30

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: {571) 5670284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
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