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Title: IMMUNOCONIJUGATE FORMULATIONS

(57) Abstract: The present invention provides an immunoconjugate formulation that is substantially free of particles, the immuno-
copjugate formulation comprising: an immunoconjugate and one or more excipients selected from the group consisting of: sucrose,
p.ojlysorbate 20, polysorbate 80, cyclodextrin, dextrose, glycerol, polyethylene glycol, mannitol, sodium chloride, and an amino acid,
wherein the formulation is a buffered aquecus solution having a pH of 4.5 to 7.6, The present invention also provides an immunocon-
jugate formulation that is substantially free of aggregates, the immunoconjugate formulation comprising: an immunoconjugate and
one or more excipients selected from the group consisting of histidine, sucrose, glycine and sodinm chloride, wherein the formulation
is'a buffcred aqueous solution having a pH of 4.5 to 7.6. The present invention further provides an immunoconjugate formulation
4 that is substantially free of both particles and aggregates.
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FORMULACIQNES DE INMUNOCONJUGADO

Esta solicitud reclama el beneficic segun 35 U.S. C. §119(e) para las Solicitudes

"Nos:,60/704,902 presentada el 3 de agosto de 2005; 60/707,162 presentada el 1 de

agosto de 2005; 60/746,454 presentada el 4 de mayo de 2006, y 60/746,456 presentada
el 4 de mayo de 2006, las descripciones de cada una de |las cuales estan incorporadas

mediante referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a métodos para la preparacion de formulaciones

,-gstables de inmunoconjugados, que son compuestos farmacéuticcs que estan

compuestos de un anticuerpo y una o varias moléculas enlazadas de manera covalente

asjne b

de un farmaco.
pld

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los inmunoconjugados son desarrollados como agentes altamente potentes y
especificos para el tratamiento de cancer y otras condiciones. Un inmunoconjugado esta
compuesto de un anticuerpo que reconoce de forma especifica un antigeno de célula de

oat
objetlvo tal como un antigeno de celula tumoral, y una o varias moléculas enlazadas de

ﬁmﬁa‘néra covalente de un farmaco, en particular un farmaco citotoxico tal como un
maltansmoude un taxano, o un analogo CC-1065. Otro nombre utilizade para dichos
inmunoconjugados son los conjugados anticuerpo-farmaco. Los inmunoconjugados son
inactivos durante la circulacién aunque se unen a superficies de célula de objetivo, por lo
cual son internalizados por las células. A través de mecanismos aun no comprendidos en
su totalidad, los farmacos sin liberados de modo subsecuente desde el anticuerpo y
bggden ejercer su efecto farmacolégico.

F El suministro dirigido de los farmacos citotdxicos a células de objetivo, tales como
Iﬁs celulas que conforman el tejido canceroso, mejora potencialmente los indices
tgr_a_\_peutlcos de los farmacos citotoxicos. De manera comun, los farmacos citotdxicos
htifizados como inmunoconjugados son 100 hasta 1000-veces mas potentes que los
farmacos de quimioterapia convencionales. Ejemplos de dichos inmunoconjugados se
describen en la Solicitudes Internacionales de Patente (PCT) Nos. WO 00/02587,
62/060955 y 02/092127; Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5475 ,092, 6,340,701, 6,171,586, 6,706,708 B2, y 6,756,397 B2; y Chari et al, Cancer
Res.. 52, 127-131 (1992),

Los compuestos farmacéuticos tales como los inmunoconjugados por lo general
jspn éombinados con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes, y/o

estabilizadores a fin de proporcionar una composicion farmacéutica que permite la
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administracién a pacientes y el almacenamiento y transporte del compuesto farmacéutico.
AI igual que otros farmacéuticos de proteina, los inmunoconjugados estan propensos a la
;iegradacién tal como oxidacion, desamidacion, asi como formacién de particula y
agregado, etc. (Manning et al., Pharm. Res. 6, 903-918 (1989); Ahern y Manning, Stability
bf Protein Pharmaceuticals: Part A, Chemical y Physical pathways of Protein Degradation,
Plenum, New York, (1992); y Cleland et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 10, 307-
377 (1993)).

La formacién de particular en los farmacéuticos de proteina, en particular, puede
desestabuhzar los compuestos farmacéuticos, haciendo por lo tanto menos potente a la
formulamon o incluso peligrosa para usc clinico. Por ejemplo, las particulas en
ﬁqymula0|ones farmacéuticas inyectadas pueden ocasionar lesién significativa a las venas
;_);véhastasis prolongada en los pacientes can. Ademas, la formacién de agregado es una
t'r'-ayectoria de degradacién importanie de los farmacéuticos de proteina (Chari et al.,
Pharm Res. 20, 1325-1336 (2003)), y puede conducir a efectos indeseables tales como la
mmunogemmdad

La conjugacion de los farmacos, en especial de los farmacos citotéxicos, que con

frecuencia son pequerias moléculas hidrofébicas, para anticuerpos monoctonales
;t!iarofilicos, introduce inestabilidad adicional a los inmunoconjugados. La resoluciéon de las
pé_dlpiedades atribuibles al componente de anticuerpo de los inmunoconjugados es critica
;jafa la generacién de formulaciones farmacéuticas liquidas o liofilizadas estables. Para
este propésito, WO 2004/004639 A2 y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos de
Norteamerlca No. 2004/0,241,174 Al describe composiciones de inmunoconjugados. Sin
embargo, estas composiciones no resuelven de forma adecuada la formacidn de particula
)} agrégado en composiciones farmaceuticas de inmunoconjugados.
' Po lo tanto, existe aun la necesidad de composiciones farmacéuticas de
quunoconjugados que, de modo adecuado, estan libres de particulas y/o agregados y
és,ﬁén sustancialmente libres de particulas y/o agregados, y permanecen sustancialmente
libres de particulas y/o agregados durante el almacenamiento y transporte.

' La presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas de
inrﬁunoconjugados que estan sustanciaimente libres de particulas y/o agregados y evitan
la formacion de particulas y/o agregados durante el almacenamiento y/o transporte. Se
éroporcionan también métodos para el uso de las composiciones farmacéuticas. Estas y
otras ventajas de la invencion, asi como caracteristicas inventivas adicionales, seran

evidentes a partir de las descripciones de la invencidén proporcionada en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

7 La presente invencion se basa en el hallazgo de que se puede inhibir la formacién
de particula y agregado en composiciones farmacéuticas de inmunoconjugados a través

del uso de ciertos excipientes. Las formulaciones novedosas proporcionan mayo
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estabilidad y vidas en almacenamiento sustancialmente mas prolongadas para los
compuestos farmacéuticos y aseguran la proteccion del paciente.

Un aspecto de Ila presente invencidbn proporciona una formulacion de
inmunoceonjugado que esta sustancialmente libre de particulas, la formulacién de
inmunocdnjugado que comprende: un inmunoconjugado y uno 0 mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que consta de: sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80,
ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol, manitol, cloruro de sodio, y un
aminoacido, en donde la formulacién es una solucion acuosa regulada en su pH que tiene
un pH de 4.5 hasta 7.6.
. Un segundo aspectc de la presente invencidn proporciona una formulaciéon de
iﬁmunoconjugado que estd sustancialmente libre de agregados, la formulacion de
ip_rpunoconjugado que comprende: un inmunoconjugado y uno o0 mas excipientes
séleccionados a partir del grupo que comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de
éddib, en donde la formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un
pH de 4.5 hasta 7.6.

La presente invencion proporciona ademas una formulacién de inmunoconjugado

que esta sustancialmente libre tanto de particulas como de agregados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas estables de
i?iniunoconjugados que estan sustancialmente libres de particulas y/o agregados y
‘pé‘_éJananecen sustancialmente libres de particulas y/o agregados durante un periodo
;rolongado de almacenamiento y durante el transporte. La presente invencién se basa en
el hallazgo de que se puede inhibir la formacién de particula y/o agregado en las
composiciones farmacéuticas de inmunoconjugados a través de la utilizacién de ciertos
excipientes. Las formulaciones novedosas producen mayo estabilidad y vidas de
almacenamiento sustancialmente mas prolongadas para los compuestos farmacéuticos y
aseguran la proteccion del paciente.

Dichas formulaciones son preparadas por medic de la inclusion.de un excipiente
que inhibe o reduce la formacién de particulas visibles (mayores a 50 ym) y subvisibles
(fnayores a 5 ym). Como se utiliza en la presente, una composicidn que se encuentra
“sustancialmente libre de particulas” pasara la prueba de US Pharmacopeia (USP) <788>,
la cual requiere que las particuias con un tamano superior a 10 ym seran menores a 6000
contecs por recipiente y las particulas con un tamafio superior a 25 ym serdn menores a
600 conteos por recipiente. Véase USP 28, Chapter 788 "Particulate Matter in Injections,”
2004, editado pod United States Pharmacopeia, Rockville, MD. Como se utiliza en la
pfesente, una composicidn que se encuentra "sustancialmente libre de agregados "
permanecera libre de agregados durante el almacenamiento y transporte de manera que

el nivel de monémero’ inmunoconjugado permanece sobre 95% a través de la vida util de
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la composicién.

Una vida de almacenamiento tipica opera las composiciones de inmunoconjugado
de la presente invencidon es de-aproximadamente 1 hasta 5 afios, de preferencia 1 a 4
afos, de mayo preferencia de 2 hasta 4 arios, a 4°C.

Una formulacién de inmunoceonjugado de la invencidn que esta sustancialmente
libre de particulas comprende un inmunoconjugado y unoc O mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que consta de sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80,
ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol, manitol, cloruro de sodio, y un aminc
acido, en donde la formulacion es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene a pH
de 4.5 hasta 7.6. La formulacién puede comprender uno 0 mas excipientes seleccionados
a partir del grupo que comprende: (i) 0.1-12% sacarosa, (ii) 0.005-1.0% polisorbato 20, (iii)
0.5-2% beta-ciclodextrina, (iv) 2-8% glicerol, (v) 1 -5% PEG6000, (vi) 2-8% manitol, {vii)
01005-1.0% polisorbato 80, (viii) " 5-20 mM histidina, (ix) 100-300 mM glicina, y (x} 50-300
n;IM cloruro de sodio.

En ciertas modalidades preferidas, la formulacién de la invencion que esta
;L_lstancialmente libre de particulas comprende de preferencia uno o mas excipientes
éeleccionados a partir del grupo que comprende: (i) 5-10% sacarosa; (i) 0.005-0.2 %
polisorbato 20; (iii) 0.5-1% beta-ciclodextrina; (iv) 2-5% glicerol; (v) 2-3% PEGS6000; (vi) 3-
5% manitol; (vii} 0.005-0.2 % polisorbato 80; (viii) 10-15 mM histidina; (ix) 130-250 mM
glicina, y (x) 100-200 mM cloruro de sodio.

, En modalidades preferidas la solucién acuosa regulada en su pH puede contener
ung o mas de histidina, succinato, citrato, fosfato, y acetato y el pH es de preferencia
desde 5.0 hasta 7.0. El pH de la formulacién es de mayo preferencia desde 5.0 hasta 6.0.

En ciertas modalidades de la invencion, el inmunoconjugado de la formulacion
Q&hbrende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupe que comprende
huMy9-6, huC242, huN901, DS6, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab;
y/o el inmunoconjugado comprende un farmaco citotéxico seleccionado a partir del grupo
que comprende un maitansinoide, un taxano, y un CC-1065. La concentracion de
inmunoconjugado en la formulacion de la invencion puede variar desde aproximadamente
0 .5 hasta 20.0 mg por ml. De preferenma la concentraciéon de inmunoconjugado es 0.5
hasta 10 nig por mi.

. Una formulaciéon de inmunoconjugado de la invencion que esta sustancialmente
libre de agregados comprende: un inmunoconjugado; y uno O mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de
sodio, en donde la formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un
pH de 4.5 hasta 7.6. De preferencia, la formulacion de inmunoconjugado comprende uno
0 mas excipientes seleccionados a partir de 5-200 mM histidina, 100-200 mM glicina, y 2-
8% sacarosa.

En ciertas modalidades preferidas, los excipientes son 5-100 mM hIStldlna o 100-

1.

150 mM glicina, o la formulacién contiene 2-8% sacarosa y 100-150 mM glicina. En otras



!_\;

40

10

L

15

46

-
(@3]

25

30

J
(@3

40

I
{n

- £
~&

modalidades preferidas, la formulacién contiene 10 mM histidina, 5% sacarosa y 130 mM
glicina.

En modalidades preferidas la solucién acuosa regulada en su pH puede contener
uno o mas de histidina, succinato, citrato, fosfato, y acetato, y el pH es de preferencia
desde 5.0 hasta 7.0. El pH de la formulacién es de mayo preferencia desde 5.0 hasta 6.0.

En otro aspecto de la invencion, la formulacién que esta sustancialmente libre de
agregados comprende ademas poliscrbato 20 y/o polisorbato 80, de manera que la
formulacién también esta sustancialmente libre de particulas.

_ En ciertas modalidades de la invencién, el inmunoconjugado de la formulacion
comprende un anticuerpo humanizadc seleccionado a partir del grupo que comprende
huMy9-6, huC242, huN901, DS6, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab;
y/o el inmunoconjugado comprende un farmaco citotdxico seleccionados a partir del grupo
que comprende a maitansinoide, a taxano, y un CC-1065. La concentracion de
inmunoconjugado en la formulacidn de la invencién puede variar desde aproximadamente
0.5 hasta 20.0 mg por ml. De preferencia, la concentracion de inmunoconjugado es de 0.5
hasta 10 mg por mi.

» En ciertas modalidades preferidas de la invencién, la formulacién de
inmunoconjugado esta sustancialmente libre tanto de agregados y particulas. Por
éjemp!o, la presente invencidn proporciona una formulaciéon de inmunoconjugado que
consiste esencialmente de: huN901-DM!I inmunoconjugado a una 'concentrac.:ién desde
0.5-10 mg/ml; 5-15 mM histidina y/o 5-15 mM succinato; 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300
mM glicina; 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde la
formulacion es una solucion acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6. De
ﬁ.'ig:inera opcional se pueden agregar ingredientes adicionales en tanto que la formulacion
bérmanezca sustancialmente libre tanto de agregados como de particulas.

En otro ejemplo, una formulacidén de inmunoconjugado consiste esencialmente de:
(a) huC242-DM4 inmunoconjugado a una concentracién desde 0.5-10 mg/ml; 5-15 mM
histidina; 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina; 0.005-0.2% poliscrbate 80 y/o
0.005-0.2% polisorbato 20; en donde la formulacién es una solucion acuosa regulada en
su pH que tiene un pH desde 5-6. De manera opcional se pueden agregar ingredientes
adicionales en tanto que la formulacidbn permanezca sustancialmente libre tanto de
agregados como de particulas.
| ‘ De modo general, los excipientes adecuados que se pueden utilizar en conjuncién
con la presente invencion se pueden seleccionar a partir de una variedad de categorias,
incluyendo pero sin limitarse a sales inorganicas, acidos organicos, sacaridos, amino
acidos, polisorbatos, polietilen glicol y combinaciones de los mismos. Los excipientes
preferidos son seleccionados a partir del grupo que comprende sales inorganicas, acidos
carboxilicos inorganicos, sacaridos, amino dcidos, polisorbatos, polietilen glicol,
albuminas, glicerol, y combinaciones de los mismos.

Ejemplos de sales inorganicas adecuadas incluyen pero no se limitan a cloruro de
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sodio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, sulfato de sodio, y
combinaciones de los mismos. El cloruro de sodio es un excipiente preferido para uso en
la presente invencion.

Ejemplos de acidos carboxilicos organicos adecuados incluyen, pero no se limitan
a, acido tartarico (el cual incluye acido tartarico racémico, acidoe D-tartarico y acido L-
tartarico) acido maléico, acido acético, acido citrico, acido succinico, acide glucurénico y
combinaciones de los mismos. "Acido" como se utiliza en la presente se refiere al acido y
un hidrato y sales del mismo, es decir, citratos y succinatos. El acido succinico es un
excipiente preferido para uso en |a presente invencion.

Ejemplos de sacaridos apropiados incluyen pero no se limitan a, sacarosa,
tréhalosa, dextrosa, manitol, ciclodextrina y combinaciones de los mismos. Sacarosa y
ciclodextrina son excipientes preferidos para uso en |la presente invencién.

Ejemplos de amino acidos adecuados incluyen pero no se limitan a, histidina,
glicina, lisina, arginina y combinaciones de los mismos. La histidina y la glicina son
excipientes preferidos para uso en la presente invencion.

Ejemplos de albuminas adecuadas incluyen albumina de suero humano.

_ Los ejemplos de polietilen glicoles apropiados son los polietilen glicoles con un
beso molecular de aproximadamente 200 hasta 20,000 Da. Los polietilen glicoles
preferidos son PEG 4000, PEG 5000, PEG 6000, PEG 8000, y PEG 10000.

Los ejemplos de polisorbatos adecuados son polisorbato 20 (TWEEN-20™) y
polisorbato 80.

Los ejemplos de ciclodextrinas apropiadas son alfa-, beta-, y gama-ciclodextrina.

A partir de las ensefanzas de esta invencion, alguien con experiencia en la técnica
puede determinar con facilidad los excipientes que proporcionarian mejo una formulacién
que esté sustancialmente libre de particulas y/o agregados, dada una solucion de
in'munoconjugado particular.

a De preferencia, la tonicidad de la formulacién de inmunoconjugado es
aproximadamente aquella de la sangre humana (es decir, isoténica).

Los ejemplos de agentes de tonicificacidn adecuados son sales, amino acidos, y

azucares. Las sales preferibles incluyen sales de sodic monovalentes. Los amino acidos
preferibles incluyen histidina, glicina, lisina y arginina. La mas preferida es Ia glicina. Los
azucares preferibles’ incluyen monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos lineales, y
oligosacaridos ciclicos. Una disacarido preferido es la sacarosa. Cantidades apropiadas
de sales, sacaridos, y/o amino acidos pueden ser agregadas a la formulacion de la
invencidn para obtener una tonicidad deseable.
- Los compuestos farmaceuticos son un inmunoconjugado compuesto de un
ahticuerpo que reconoce de manera especifica un antigeno de c¢élula de objetivo y una o
varias moléculas covalentemente enlazadas de un farmaco citotdxico, tal como un
maitansinoide, un taxano, o un analogo CC-1065.

El anticuerpo puede ser especifico para cualquier clase de célula, aunque por lo
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general las células de objetivo que van a ser destruidas, tales como las células tumorales
(en particular células de tumo sélido), células infectadas por virus, células infectadas por
microorganismo, celulas infectadas por parasito, células autoinmunes (células que
producen autoanticuerpos), células activadas (aquellas involucradas en rechazo de injerto
o enfermedad injerto vs. huésped), o cualquier otro tipo de células enfermas ¢ ancrmales.

Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase actualmente conocida, o que se
llegue a conocer, y pueden incluir cualquier inmunoglobulina, cualquier fragmento de
inmunoglobulina, tal como diacuerpos y triacuerpos Fab, F(ab');! dsFv, sFv, o quimera
inmunoglobulina, que puede unirse a un antigeno en la superficie de una célula (por
ejemplo, que contiene una region que determina la complementacion (CDR)). Se puede
utilizar cualquier anticuerpo adecuado como el agente de enlace celular. Alguien con
experiencia en la técnica apreciara que la seleccion de un anticuerpo adecuado
dependera de la poblacién celular a la que se dirige. A este respecto, el tipo y numero de
moléculas de superficie celular (es decir, antigenos) que son expresadas en una
poblaciéon celular particular (de manera comun y preferible una poblacién celular enferma)
controlaran la seleccion de un anticuerpo apropiado para uso en la composicién de la
invencién. Los perfiles de expresion de superficie celular son conocidos para una amplia
variedad de tipos de célula, incluyendo tipos de células tumorales, o si se desconocen, se
pueden determinar utilizando técnicas rutinarias de biologia molecular e histoquimica.

El anticuerpo puede ser policlonal 0 monoclonal, aunque de mayor preferencia es
un anticuerpo monoclonal. Como se usa en la presente, anticuerpos "policlonales" se
refiere a poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo, contenidas de manera
comun en el suero de animales inmunizados. Anticuerpos "monoclonales" se refiere a
poblaciones homogéneas de moléculas de anticuerpo que son especificas para un
antigeno particular. Los anticuerpos monoclonales son producidos de modo comun por
medio de un clon individual de linfocitos B ("células B"). Los anticuerpos monoclonales se
pueden obtener empleando una variedad de técnicas conocidas por aquellos con
experiencia en la técnica, incluyendo la tecnologia de hibridoma estandar {(véase, por
ejemplo, Kohier y Miistein, Eur. J. Immunol., 5: 511-519 (1976), Harlow y Lane (eds.),
Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press (1988), y CA. Janeway et al. (eds.),
Immunobiology, 5th Ed., Garland Publishing, New York, NY (2001)). En resumen, el
método de hibridoma para producir anticuerpos monoclonales implica comunmente
inyectar un antigeno (es decir un “inmunogen”) a cualquier animal adecuado, por Ic
general y de preferencia un ratén. De modo subsecuente, el animal es sacrificado y las
células B aisladas de su bazo se fusionan con células de mieloma humano. Se produce
una célula hibrida (es decir, un "hibridoma"), que prolifera de manera indefinida y secreta
de modo continuo altos niveles de un anticuerpo con la especificidad deseada in vitro. Se
puede utilizar cualquier método apropiado conocido en la técnica para identificar células
de hibridoma que produce un anticuerpo con la especificidad deseada. Dichos métodos

incluyen, por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente enzima-enlazado (ELISA), analisis de
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tincion Western, y radioinmunoensayo. La poblacion de hibridomas es tamizada para
aislar clones individuales, cada uno de los cuales secreta una especie de anticuerpo
individual para el antigeno. Debido a que cada hidridoma es un clon derivado a partir de
fusion con una célula B individual, todas las moléculas de anticuerpo que ella produce son
idénticas en estructura, incluyendo su sitio de enlace de antigeno e isotipc. Los
anticuerpos monoclonales también pueden ser generados utilizando otras técnicas
adecuadas que incluyen tecnologia EBV-hibridoma (véase, por ejemplo, Haskard y
Archer, J. Immunol. Methods, 74(2): 361-67 (1984), y Roder et al., Methods Enzymol, 121:
140-67 (1986)), sistemas de expresion de vector bactericfago (véase por ejemplo, Huse et
al., Science, 246: 1275-81 (1989)), o bibliotecas de exhibicién de fago que comprenden
fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y scFv (regidn variable de cadena individual)
(véase por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,885,793 y
5_,969,108, y Solicitudes de Patente Internacional WO 92/01,047 y WO 99/06,587).

El anticuerpoc monoclonal puede ser aislado a partir de o producido a partir de
cualquier animal adecuado, aunque de preferencia es producido en un mamifero, de
mayor preferencia un ratén o un ser humano, y de mayor preferencia un humano. Los
métodos para producir un anticuerpo en ratones son bien conocidos por aquellos con
experiencia en la técnica y se describen en la presente. Co'n respecto a los anticuerpos
humanos, alguien con experiencia en la técnica apreciara que los anticuerpos policlonales
pueden ser aislados a partir del suero de humanos vacunados o inmunizados con un
antigeno apropiado. De manera alternativa, los anticuerpos humanos pueden ser
generados a través de la adaptaciéon de técnicas conocidas para producir anticuerpos
humanos en animales no humanos tales como ratones {(véase, por ejemplo, Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,545,806, 5,569,825, y 5,714352, y
Publicacion de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2002/0,197,266 A1).

En tanto que son la eleccion ideal para aplicaciones terapéuticas en humanos, los
anticuerpos humanos, en particular los anticuerpos humanos monoclonales, comunmente
son mas dificiles de generar que los anticuerpos monoclonales de ratdén. Sin embargo, los
anticuerpos monoclonales de ratdn, inducen una rapida respuesta de anticuerpo huésped
cuando son administrados a humanos, lo cual puede reducir el potencial terapéutico o de
diagnéstico del conjugado anticuerpo-farmaco. Para superar estas complicaciones, de
preferencia un anticuerpo monoclonal de preferencia no es reconocido como "extrarfio"” por
el sistema inmune humano.

Para este fin, se puede utilizar la exhibicién de fago para generar el anticuerpo. A
este respecto, las bibliotecas de fago que codifican dominios de anticuerpo variables (V)
de enlace a antigeno se pueden generar utilizando técnicas estandar de biologia
molecular y ADN recombinante (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (eds.), Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring Harbo Laboratory Press, New
York (2001)). Se selecciona la codificacidbn de fago de una region variable con la

especificidad deseada para enlace especifico al antigeno deseado, y se reconstituye un



anticuerpo humano completo que comprende el dominio variable seleccionado. Las
5

secuencias de acido nucleico que codifican el anticuerpo reconstituido son introducidas en
una linea celular adecuada, tal como una célula de mieloma empleada para la produccion
de hibridoma, de manera que los anticuerpos humanos que tienen las caracteristicas de

los anticuerpos monoclonales son secretados por la célula (véase, por ejemplo, Janeway

et al., supra, Huse et al., supra, y Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
10

6,265,150). De manera alternativa, los anticuerpos monoclonales pueden ser generados a
partir de ratones que son transgénicos para genes de inmunoglobulina de cadena pesada

5,669,825, y Janeway et al., supfa.

y ligera humana especifica. Dichos métodos son conocidos en la técnica y se describen
por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,545,806 y

De mayor preferencia, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. Como se utiliza
15

en la presente, un anticuerpo "humanizado" es uno en el cual las regiones que
determinan el complemento (CDR) de un anticuerpc monoclonal de ratén, el cual forma
los ciclos de enlace de antigeno del anticuerpo, son injertadas en la estructura en la
estructura de una molécula de anticuerpo humano. Debido a la similitud de las estructuras
de los anticuerpos de ratén y humanos, se acepta en la técnica de forma general que este
enfoque produce un anticuerpo monoclonal que es antigénicamente idéntico a un
anticuerpo humano aunque se enlaza al mismo antigeno que el anticuerpo monoclonal de
20 ratén a partir del cual se derivaron las secuencias CDR. Los métodos para generar
anticuerpos humanizados son bien conocidos en la técnica y se describen en detalle, por
ejemplo, en Janeway et al., supra, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,225,539, 5,585,089 y 5,693,761, Patente Europea No. 0,239,400 81, y Patente del
Reino Unido No. 2,188,638. Los anticuerpos humanizados también pueden ser generados
25 utilizando la tecnhologia de recubrimiento de anticuerpo descrita en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 5,639,641 y Pedersen et al., J. Mol. Biol., 235: 959-

973 (1994). En tanto que el anticuerpo empleado en el inmunoconjugado de la
30

composicion de la invencién es, de mayor preferencia, un anticuerpo monoclonal

humanizado, un anticuerpo monoclonal humano y un anticuerpo maonoclonal de raton,
como se describié antes, también esta dentro del alcance de la invencion.
3¢

Los fragmentos de anticuerpo que tienen por lo menos un sitio de enlace de
35

antigen, y reconocen por tanto y se enlazan a por lo menos un antigeno o receptor
presente en la superficie de una célula de objetivo, se encuentran también dentro del
alcance de la invencién. A este respecto, la divisién proteolitica de una molécula de
anticuerpo intacta puede producir una variedad de fragmentos de anticuerpo que
mantienen la habilidad para reconocer y enlazar antigenos. Por ejemplo, la digestidon

limitada de una molécula de anticuerpo con la proteasa papaina comunmente produce
40

iy

tres fragmentos, dos de los cuales son idénticos y son referidos como los fragmentos Fab,

ya que mantienen la actividad de enlace de antigeno de la molécula de anticuerpo padre.

]
P

La division de una molécula de anticuerpo con la enzima pepsina produce de manera
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normal dos fragmentos de anticuerpo, uno de los cuales retiene ambos segmentos de
enlace de antigeno de la molécula de anticuerpe, y por tanto es referido como el
fragmento F(ab")2. La reduccién de un fragmento F(ab'); con ditiotreitol o
mercaptoetilamina produce un fragmento referido como un fragmento Fab'. Un fragmento
de anticuerpo de regién variable de cadena simple (sFv), que consta de un fragmento Fab
truncado que comprende el dominio variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo
entazado a un dominio V de una cadena de anticuerpo ligera a través de un péptido
sintético, se puede generar utilizando técnicas rutinarias de ADN recombinanté (véase por
ejemplo, Janeway et al., supra). De manera similar, los fragmentos de region variable
disulfuro-estabilizados (dsFv) se pueden preparar a través de tecnologia de ADN
recombinante (véase por ejemplo, Reiter et al., Protein Engineering, 7: 697-704 (1994)).
Sin embargo, los fragmentos de anticuerpo en el contexto de la invencién, no estan
limitados a estos tipos ilustrativos de fragmentos de anticuerpo. Se.puede emplear
cualquier fragmento de anticuerpo adecuado que reconoce y se enlaza a un receptor de
superficie celular o antigeno deseado. Los fragmentos de anticuerpo se describen de
manera adicional, por ejemplo, en Parham, J. Immunol, 131: 2895-2902 (1983), Spring et
al., J. Immunol, 113: 470-478 (1974), y Nisonoff et al., Arch. Biochem. Biophys., 89: 230-
244 (1960). El enlace anticuerpo-antigeno se puede ensayar utilizando cualquier método
adecuado conocido en la técnica, como por ejemplo, radioinmunoensayo (RIA), ELISA,
tincidbn Western, inmunoprecipitacién, y ensayos de inhibicion competitiva (véase, por
ejemplo, Janeway et al., supra, y Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 2002/0,197,266 A1).

Ademas, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico o un fragmento que
enlaza antigeno del mismo. Por "quimérico" se representa que el anticuerpo comprende
por lo menos dos inmunoglobulinas, o fragmentos de las mismas, obtenidos o derivados a
partir de por lo menos dos especies diferentes (por ejemplo, dos inmunoglobulinas
diferentes, tales come una regiodn constante de inmunoglobulina humana combinada con
una variable de inmunoglobulina de murino). El anticuerpo también puede ser un
anticuerpo de dominio (dAb) o un fragmento de enlace de antigeno del mismo, como por
ejemplo, un anticuerpo de camélido (véase, por ejemplo, Desmyter et al., Nature Struct.
Biol, 3: 752, (1996)), o un anticuerpo de tiburén, como por ejemplo, un nuevo receptor de
antigeno (IgNAR) (véase, por ejemplo, Greenberg et al., Nature, 374: 168 (1995), y
Stanfield et al., Science, 305: 1770-1773 (2004)).

Es posible utilizar cualquier anticuerpo adecuado en el contexto de la invencion.
Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal J5 es un anticuerpo IgG2a de murino que es
especifico para el Antigeno de Leucemia Linfoblastica Aguda Comun (CALLA) (Ritz et al.,
Nature, 283: 583-585 (1980)), y puede ser utilizado para células de objetivo que expresan
CALLA (por ejemplo, células de leucemia linfoblastica aguda). E| anticuerpc monoclonal
MY9 es un anticuerpo IgGl de murino que se enlaza de manera especifica al antigeno

CD33 (Griffin et al., Leukemia Res., 8. 521 (1984)), y puede ser empleado para células de
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objetivo que expresan CD33 (por ejemplo, células de leucemia mielogénioca aguda
(AML)).

De manera similar, el anticuerpo monoclonal anti-B4 (referido también como B4)
es un anticuerpo IgGl de murino que se enlaza al antigeno CD19 en las células B (Nadler
et al., J. Immunol, 131: 244-250 (1983)), y se pueden usar para células B de objetivo o
células enfermas que expresan CD 19 (por ejemplo, células de linfoma no-Hodgkin y
células de leucemia linfoblastica crénica). NS901 es un anticuerpo monoclonal de murino
que se enlaza al antigeno CD56 (molécula de adhesién celular neural) encontrado en las
células de origen neuroenddcrino, que incluyen pequena célula de tumor pulmonar, las
cuales pueden ser utilizadas en el inmunoconjugado para farmacos de objetivo para
células de origen neurcenddcrino. De manera preferible, los anticuerpos J5, MY9, y B4
son recubiertos o humanizados antes de su uso como parte del inmunoconjugado. El
recubrimiento 0 humanizacién de los anticuerpos se describe, por ejemplo, en Roguska et
al., Proc. Natl. Acad. ScL USA, 91: 969-73 (1994).

Ademas, el anticuerpo monoclonal C242 enlaza al antigen CanAg (véase por
ejemplo, Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,552,293), y se puede
utilizar para dirigir el inmunoconjugado hacia tumores que expresan CanAg, tales como
canceres colorectal, pancreatico, pulmonar de célula no pequefia y gastrico. HuC242 es
una forma humanizada del anticuerpo monoclonal C242 (véase, por ejemplo, Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,552,293). El hibridoma a partir del cual se
produce HUC242 es depositado con ECACC numero de identificacién 90012601. HuC242
se puede preparar utilizando metodologia de injerto CDR (véase, por ejemplo, Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,585,089, 5,693,761, y 5,693,762) 0o
tecnologia de recubrimiento (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,639,641). Se puede utilizar para dirigir el inmunoconjugado hacia
células tumorales que expresan el antigeno CanAg, tales como, por ejemplo, células de
cancer colorectal, pancreatico, pulmonar de célula no pequeria y gastrico.

Para dirigirse a células de cancer de ovario y de cancer de préstata, se puede usar
un anticuerpo anti-MUCI como el agente de enlace celular en el inmunoconjugado. Los
anticuerpos anti-MUCI incluyen, por ejemplo, anti-HMFG-2 (véase, por ejemplo, Taylor-
Papadimitriou et al., Int. J. Cancer, 28: 17-21 (1881)), hCTMOI (véase, por ejemplo, van
Hof et al., Cancer Res., 56: 51798-5185 (1996)), y DS6. Las células 'de cancer prostatico
también pueden ser apuntadas con el inmunoconjugado al utilizar un antigeno de
membrana anti-préstata-especifica (PSMA) como el agente de enlace celular, tal como
J591 (véase, por ejemplo, Liu et al., Cancer Res., 57. 3629-3634 (1997)). Ademas, las
células de cancer que expresan el antigeno Her2, tales como canceres de mama,
prostata y ovarios, pueden ser apuntadas utilizando el anticuerpo trastuzumab. Los
anticuerpos anti-IGF-IR que se enlazan al receptor de factor de crecimiento similar a
insulina también pueden ser utilizados en el inmunoconjugado.

Los anticuerpos particularmente preferidcs son anticuerpos monoclonales



10

15

20

25

30

35

40

12

humanizados, los ejemplos de los cuales incluyen huN901, huMy9-6, huB4, huC242, DSS,
trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab (véase, por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,639,641 y 5,665,357, Publicacion de Solicitud
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2005-0118183 A1, Solicitud de
Patente Internacional WO 02/16,401, Pedersen et al., supra, Roguska et al., supra, Liu et
al., supra, Nadler et al., supra, Colomer et al., Cancer Invest., 19: 49-56 (2001), Heider et
si.,, Eur. J. Cancer, 31A: 2385-2391 (1995), Welt et al., J. Clin. Oncol, 12: 1193-1203
(1994), vy Maloney' et al., Blood, 90: 2188-2195 (1997)). De mayor preferencia, el
éhtic'd'erpo es el anticuerpo monoclonal humanizado huN901 o el anticuerpo monocional
humanizado huMy9-6. Otros anticuerpos monoclonales humanizados son conocidos en la
técnica y se pueden utilizar en conexién con la invencion.

El inmunoconjugado puede comprender cualquier farmaco comprende cualquier
farmaco adecuado, de manera comun un agente citotdxico. Un "agente citotdxico,” como
se 't'nil‘iza en la presente, se refiere a cualquier compuesto que resulta en la muerte de una
célula, induce la muerte celular, o disminuye la viabilidad celular. Los agentes citotoxicos
adecuadas incluyen, por ejemplo, maitansincides y analogos de maitansinoide, taxoides,
CC-1065 y analogos CC-1065, y dolastatina y analogos de dolastatina. En una modalidad
preferida de la invencidén, el agente citotoxico es un maitansinoide, que incluye
maitansino! y analogos de maitansinoi. Maitansinoides son compuestos gue inhiben la
formaciéon de microtubulo y son altamente téxicos para las células de mamiferos.
Ejemplos de analogos de maitansinol adecuados incluyen aquellos que tienen un anillo
aromatico modificado y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones. Dichos
maitansincides estan descritos por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4,256,748, 4,294,757, 4,307,016, 4,313,946, 4,315,929, 4,322,348,
4,331,598, 4,361,650, 4,362,663, 4,364,866, 4,424,219, 4 371,533; 4,450,254, 5,475,092,
5,585,499, 5,846,545, y 6,333,410.

Ejemplos de analogos de maitansinol que tienen un anillo aromatico modificado
incluyen: (1) C 19-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,256,746) (preparado mediante reduccion LAH de ansamitocina P2), (2) C-20-hidroxi (o
C-20-demetilo) +/-C- 19-decloro (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,361,650 y 4,307,016) (preparados mediante desmetilacion utilizando Streptomyces o
Actinomyces o desclorinacion utilizande LAH), y (3) C-20-demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR),
+/-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,294,757) (preparado
mediante acilacién utilizando cloruros de acilo).

Ejemplos de analogos de maitansinol que tiene modificaciones de posiciones
diferentes a aquellas de un anillo aromatice incluyen: (1) C-9-SH (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,424,219) (preparado mediante la reaccion de maitansinol
con H,S o P;Ss), (2) C-14-alcoximetilo (demetoxi/CH,OR) (Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica No. 4,331,598), (3) C-14-hidroximetilc o aciloximetilo (CH,OH o
CH;OAc) (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparado a
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partir de Nocardid), (4) C-15- hidroxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,364,866) (preparadc mediante la conversién de maitansinol a través
de Streptomyces), (5} C-15-metoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,313,946 y 4,315,929) (aislado a partir de Trewia nudiflora), (6) C-18-N-demetilo
(Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,362,663 y 4,322,348)
(preparado mediante la desmetilacién de maitansinol por medio de Streptomyces), y(7)
4,5-deoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,371,533) (preparado
mediante la reduccién con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

En una modalidad preferida de la invencién, el inmunoconjugado utiliza el
maitansinoide que contiene tiol DMI, también conocido como N2'-deacetil-N2'-(3-
mercapto-l-oxopropil)-maitansina, como el agente citotoxico. La estructura de DMI esta

fepresentada por la férmula (I):

(1)

En otra modalidad preferida de la invencién, el inmunoconjugado utiliza el
maitansinoide que contiene tiol DM4, conocido también como N-2'-deacetil-N-2'-(4-metil-
4-mercapto-l-oxopentil}-maitansina, como el agente citotéxico. La estructura de DM4 esta

representada por la formula (I1):

(I1)

Se pueden utilizar otras maitansinas en el contexto de la invencién, incluyendo por

ejemplo, maitansinoides que contienen tiol y disulfuro que poseen una sustitucién mono- o

- di-alquilo en el atomo de carbono que tiene el atomo de azufre. Se prefiere de manera

particular un maitansinoide que tiene en la posicion C3, la funcionalidad C14hidroximetilo,
el C15 hidroxi, o el C20 desmetilo, una cadena lateral de amino acido acilatado con un
grupo acilo que tiene un grupo sulfhidrilo impedido, en donde el atomo de carbono del
grupo acilo que tiene [a funcionalidad tic! posee uno o dos sustituyentes, los sustituyentes
que son CH3, C2H5, alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de

carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
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fenilo sustituide, o radical aromatico heterociclico o heterocicloalquilo, y en donde ademas
uno de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de
cadena lineal de por lo menos tres atomos de carbono entre la funcicnalidad carbonilo y el
atomo de azufre.

Las maitansinas adicionales para uso en el contexto de la invencion incluyen

compuestos representados por la formula (Il):

qu,

en donde Y’ representa
(CR7Rg)(CRs=CR0)p(C=C)¢A(CRsRs)mDy(CR1;=CR12){(C=C)sB{CR3R4),-CR R,SZ,
en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo ¢ alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenito, fenilo sustituido o radical
aromatico heterociclico o heterocicloalquilo, y en donde R2 también puede ser H,
en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 atomos de
carbono, arilo simple o sustituido, o heterociclico aromatico o radical heterocicloalquile.
en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada uno de
manera independiente H, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
de preferencia CH3 ¢ C2HS5, alquilo o alguenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta
10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical aromatico hetercciclico, o
heterocicloalquilo.
endonde |, m, n, p, q, r, 8 uytson cada uno, de manera independiente
cero o un enterc desde 1 hasta 5, a condicién de que dichos por lo menos dos de |, m, n,
p,-q, r,s, u, ytnoseanceroalavez,y
en donde Z es H, SR, o0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene
de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo.

Las modaiidades preferidas de la férmula Ill incluyen compuestos de la férmula

(1) en donde (a) R1 es H, R2 es metiloy Z es H, {b) R1 y R2 son metiloy Z es H, (c) R1

es H, R2 es metilo y Z es —-SCH3, y (d) R1 y R2 son metilo y Z es -SCH3.
Dichas maitansinas incluyen también compuestos representados por la formula
(IV-L), (IV-D, o (IV-D,L)
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(IV-L) , {TV-D) av-D,L)

en donde R1y R2 son cada uno de manera independiente H, alquilo lineal,
o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,
en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera independiente
H. alquile o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2HS5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquiio,
en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,
en donde Z es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y
en donde May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en
C-3, C-14 hidroximetilo, C-15-hidroxi, o ¢c-20 desmetilo.
Las modalidades preferidas de las férmulas (IV-L), (IV-D) y (IV-DsL) incluyen
compuestos de las formulas (IV-L), (W-D) y (W-D ,L) en donde (a) R, es H, R, es metilo,
Rs, Re, R7, yRssoncadauno H,lymsoncadauna1,nes0,yZesH, (b)Ryy
R2 son metilo, Rs, Rs, R7, RgsoncadaunoH,1ymare1,nes0,yZesH, (c)RyesH, R,
es metilo, Rs, Rs, R7, y Rg soncadauno H, 1ymsoncadauno 1, nes 0,y Z es -SCHs, o
(d) Ry y R; son metilo, Rs, Rg, R7, Rg soncadaunoH, 1ymson1,nes0,yZes-SCHs.
De preferencia el agente citotoxico esta representado por la formula (IV-L).
Las maitansinas adicionales preferidas también incluyen compuestos

representados por la férmula (V):
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en donde Y representa

en donde Y representa (CR;Rg)(CRsRs)m(CR3R4).CR1R,.SZ,

en donde R1y R2 son cada unc de manera independiente H, alquilo lineal,
o0 alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera independiente
H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2HS5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,

en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas puede n ser cero, y

en donde Z es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alguenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo.

Las modalidades preferidas de la formula (V) incluyen compuestos de la férmula
(V) en donde (a) Ry es H, R, es metilo, Rs, Rs, R7, y Rg son cada uno H; | y m son cada
uno 1, nes 0; y Zes H, (b} Ry y R; son metilo; Rs, Re, R7, Rg son cada uno H, | y m son 1;
nes 0, yZesH,(c)Ryes H R; es metilo, Rs, Rs, Ry, y Rg son cada uno H, 1 y m son
cadauno i, nes 0,y Zes-SCHj, o (d) Ry y R, son metilo, Rs, R, Ry, Rg son cada uno H, |
ymsoni,nes0,yZes-SCHj.
Ademas las maitansinas preferidas incluyen también compuestos representados

por la férmula (VI-L), (VI-D, o (VI-D,L)

. o . o
My, 41§ . Hiog M MG, H
0 ",’ﬁ( /ll 0 2 /I'L o} 073{ J-l.,‘
May” \"/ T ~v: Moy’ j]}\"l’ Yo May” T T \E
o 0

(VE-L) (V1-D} (VI-D, L),

en donde Y, representa (CR;R),(CRsRe)m(CR3R4).CR1R,SZ,

en donde R1y R2 son cada uno de manera independiente H, alquilo lineal,
o alquenile que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y en donde R2
también puede ser H.

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera independiente
H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos

de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo.
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en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero -desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,

en donde Z2 es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arile simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y

en donde May es un maitansinoide.

Maitansinas adicionales preferidas incluyen compuestos representados por la

férmula (VII):

en donde Y' representa
(CR7Rg)I(CRs=CRi0)s{C=C)qA{CR:Rs)mDy(CR11=CR12){C=C)sB{(CR3R4)n-

CR4R;SZ,, en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente alquilo o alquenilo
lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y en donde R2 también
puede ser H,

en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalguenilo que tiene 3-10 atomos de
carbono, arilo simple o sustituido, radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,

en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada uno de
manera independiente H, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta
10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicldalquilo.

endonde |, m, n, p, g, rs, tyuson cada uno, de manera independiente
cero o un entero desde 1 hasta 5, a condicion de que dichos por lo menos dos de |, m, n,
p,q, s, tyunoseanceroalavez y

en donde Z, es H, SR, 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene
de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo.

' Las modalidades preferidas de la férmula (VII) incluyen compuestos de la formula

(VI1), en donde R1 es H y R2 es metilo.

1A
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Ademas de los maitansinoides, el agente citotdxico usado en el inmunoconjugado
puede ser un taxano o derivado del mismo. Los taxanos son una familia de compuestos
que incluye paclitaxel (Taxol®), un producto natural citotéxico, y docetaxel (Taxotere®),
un derivado semi-sintético, los cuales son ampliamente utilizados en el tratamiento del
cancer. Los taxanos son venenos de eje mitético que inhiben la despolimerizacion de
tubulina, dando como resultado ta muerte de la célula. En tanto que docetaxel y paclitaxel
son agentes Utiles en el tratamiento del cancer, su actividad antitumoral es limitada debido
a su toxicidad no especifica hacia las células normales. Ademas, los compuestos como
paclitaxel y docetaxel no son suficientemente potentes para ser utilizados en
inmunoconjugados. .

Un taxano preferido para uso en la preparacién de un inmunoconjugado citotoxico

es el taxano de la férmula (VII):

I 0
8.
>L 0 5] 0o o0 OH
OJLEH O
" oM ﬁ.‘; O
l O OHé QAc
8]

Mc06 OMe

{(yun
Los métodos para sintetizar taxanos que se pueden utilizar en el contexto de la

invencién, junto con los métodos para conjugar taxanos para agentes de enlace celular
tales como anticuerpos, se describen en detalle en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 5,416,064, 5,475,092, 6,340,701, 6,372,738, 6,436,931, 6,596,757,
6,706,708, y 6,716,821, y en la Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica No. 2004/0,024,049 A1.

El agente citotoxico también puede ser CC-1065 o un derivado del mismo.

CC-1065 es un potente antibiético anti-tumoral aislado a partir del caldo de cultivo
de Streptomyces zelensis. CC-1065 es aproximadamente 1000-veces mas potente in vitro
que los farmacos anticancerigenos utilizados, tales como doxorubicina, metotrexato, y
vincristina (Bhuyan et al., Cancer Res., 42: 3532-3537 (1982)). CC-1065 y sus analogos
se describen en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,585,499,
5,846,545, 6,340,701, y 6,372,738. La potencia citotoxica de CC-1065 ha sido
correlacionada con su actividad de alquilatacion y su actividad de enlace ADN o
intercalacion ADN. Estas dos actividades residen en partes separadas de la molécula. A
este respecto, la actividad de alquilatacion es contenida en la subunidad
ciclopropapirroloindol (CPI) y la actividad de enlace ADN reside en las dos subunidades
pirroloindol de CC-1065.

Se conocen en la técnica varios analogos CC-1065 y también pueden ser
utilizados como el agente citotdxico in el inmunoconjugado (véase, por ejemplo,
Warpehoski et al., J. Med. Chem., 31: 590-603 (1988)). Se ha desarrollado una serie de
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analogos CC-1065 en los cuales la porcién CPI es reemplazada por medio de una porcién
ciclopropabenzindol (CBI) (Boger et al., J. Org. Chem., 55: 5823-5833 (1990), y Boger et
al., Bioorg. Med. Chem. Lett, 1: 115-120 (1991)). Estos analogos CC-1065 mantienen la
elevada potencia in vitro del farmaco relacionade, sin ocasicnar toxicidad retardada en
ratones. Al igual que CC-1065, estos compuestos son agentes de alquitataciéon que
enlazén de manera covalente a la ranura menor de ADN para ocasionar la muerte celular.

La eficacia terapéutica de los analogos CC-1065 se puede mejorar en gran medida
al cambiar la distribucién in vivo a través de la distribucion dirigida hacia un sitio tumoral,
dando como resultado baja toxicidad para tejidos no apuntados, y por tanto, baja toxicidad
sistémica. Para este fin, se han generado conjugados de analogos y derivades de CC-
1065 con agentes de enlace celular que se dirigen de manera especifica a células
tumorales (véase, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,475,092, 5585499, y 5,846 545). Estos conjugados exhiben de manera comin alta
citoxicidad especifica de objetivo in vitro, y actividad anti-tumoral en modelos de
xenoinjerto de tumor humano en ratones (véase, por ejemplo, Chari et al., Cancer Res.,
55: 4079-4084 (1995)).

Los métodos para sintetizar analogos CC-1085 se describen en detalle en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,475,092, 5,585,499, 5 846,545,
6,534,660, 6,586,618, y 6,756,397 y Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 2003/0,195,365 A1. |

Los farmacos tales como metotrexato, daunorubicina, doxorubicina, vincristina,
vinblastina, melfalano, mitomicina C, clorambucil, caligueamicina, tubulisina y analogos de
tubulisina, duocarmicina y analogos de duccarmicina, dolastatina y analogos de
dolastatina también pueden ser utilizados en el contexto de la invencidén. Doxarubicina y
compuestos de daunorubicina (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 6,630,579) también pueden ser utilizados como el farmaco.

Los inmunoconjugados pueden ser preparados a traves de métodos in vitro. A fin
de enlazar un farmaco o profarmaco al anticuerpo, se utiliza un grupo de enlace. Los
grupos de enlace adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen grupos disulfuro,
grupos labiles acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles peptidasa, y grupos labiles
esterasa. Los grupos de enlace preferidos son grupos disulfurc. Por ejemplo, los
inmunoconjugados se pueden elaborar empleando una reaccién de intercambio de
disulfuro entre el anticuerpo y el farmacc o profarmaco. Las moléculas del farmaco
también se pueden enlazar a un anticuerpo a una molécula portadora intermediaria tal
como albumina del suero.

El anticuerpo puede ser modificado a través de la reaccidn con un reactivo de
entrelazamiento bifuncional, resultando por tanto en la unién covalente de una molécula
enlazadora para el anticuerpo. Como se usa en la presente, un "reactivo de

entrelazamiento bifuncional" es cualquier porcién quimica que enlaza de manera

covalente un agente de enlace celular a un farmaco, tales como los farmacos descritos en
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la presente. En una modalidad preferida de la invencién, una porcién de la porcion de
enlace es proporcionada por el farmaco. A este respecto, el farmaco comprende una
porcion de enlace que es parte de una molécula de enlace mas grande que aquella
utilizada para unir el anticuerpo al farmaco. Por ejemplo, para formar el maitansinoide
DMI, la cadena lateral en el grupo hidroxilo C-3 de la maitansina es modificado para tener
un grupo sulfhidrilo libre (SH). Esta forma tiolatada de maitansina puede reaccionar con
un anticuerpo modificado para formar un inmunoconjugado. Por lo tanto, el enlazador final
es ensamblado a partir de dos componentes, uno de los cuales es proporcionado por el
reactive de entrelazamiento, mientras que el otro es proporcionado por la cadena lateral
de DMI.

Cualquier reactivo de entrelazamiento bifuncional adecuado puede ser usado en
relacién con ia invencion, en tanto que el reactivo de enlace proporcione la retencioén de
las caracteristicas terapeuticas, por ejemplo, citotoxicidad, y de direccionamiento del
farmaco y el anticuerpo, respectivamente. De preferencia, la molécula de enlace une el
farmaco al anticuerpo a través de enlaces quimicos {como se describidé con anterioridad),
de manera que el farmaco y el anticuerpo son acoplados quimicamente (por ejemplo,
enlazados de manera covalente) uno con el otro. De preferencia, el reactive de enlace es
un enlazador separable. De mayor preferencia, el enlazador es separado bajo
condiciones moderadas, es decir, condiciones dentro de una célula bajo las cuales no se
afecta la actividad del farmaco. Los ejemplos de enlazadores separables adecuados
incluyen enlazadores disulfuro, enlazadores labiles acidos, enlazadores fotolabiles,
enlazadores labiles de peptidasa y enlazadores labiles esterasa. Los enlazadores que
contienen disulfuro son enlazadores separable a través intercambio de disulfuro, el cual
puede ocurrir bajo condiciones fisiolégicas. Los enlazadores labiles acidos son
enlazadores separables en un pH acido.. Por ejemplo, ciertos compartimientos
intracelulares, tales como endosomas y lisosomas, tienen un pH acido (pH 4-5), y
proporcionan condiciones adecuadas para separar los enlazadores labiles acidos. Los
enlazadores foto labiles son udtiles en la superficie del cuerpo y en muchas cavidades
corporales que son accesibles a la luz. Ademas, la luz infrarroja puede penetrar el tejido.
Los enlazadores labiles de peptidasa pueden ser utilizados para separar ciertos péptidos
dentro o fuera de las células (véase, por ejemplo, Trouet et al, Proc. Natl. Acad. ScL USA,
79: 626-629 (1982), y Umemoto et al., Int. J. Cancer, 43: 677-684 (1989)).

De preferencia el farmaco es enlazado a un anticuerpo a través de un enlace
disulfuro. La molécula de enlace comprende un grupo quimico reactivo que puede
reaccionar con el anticuerpo. Los grupos quimicos reactivos preferidos para reacciéon con
el anticuerpo son ésteres de N-succinimidiio y ésteres de N-sulfosuccinimidilo. De manera
adicional, la molécula de enlace comprende un grupo quimico reactivo, de preferencia un
grupo ditiopiridilo que puede reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro.
Las moléculas de enlace particularmente preferidas incluyen, por ejemplo, N-succinimidil

3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) (véase, por ejemplo, Carlsson et al., Biecchem. J, 173:
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723-737 (1978)), N-succinimidil 4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB) (véase, por-ejemplo,
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,563,304), y N-succinimidil 4-(2-
piridilditio)pentanocato (SPP) (véase, por ejemplo, CAS Registry number 341498-08-6).

En tanto que los enlazadores separables son utilizados de manera preferible en el

meétodo de la invencidn, también se puede utilizar un enlazador no separable para generar
el inmunoconjugado antes descritc. Un enlazador no separable es cualquier porcién
quimica que sea capaz de enlazar un farmaco, tal como un maitansinocide, un taxano, o
un analogo CC-1065, a un agente de enlace celular, tal como un anticuerpo, de una
manera covalente, estable. Por lo tanto, los enlazadores no separables son
sustancialmente resistentes a la separacion inducida por acido, separacién inducida por
luz, separacion inducida por peptidasa, separacion inducida por esterasa, y separacién de
enlace de disulfuro, en condiciones bajo las cuales el farmaco o el anticuerpo
permanecen activos.

Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman enlazadores no
separables entre un farmaco y un agente de enlace celular son bien conocidos en la
técnica. Los ejemplos de enlazadores no separables incluyen enlazadores que tienen un
ester de N-succinimidilo o porcidn éster de N-sulfosuccinimidilo para reaccién con el
agente de enlace celular, asi como una porcién en base a maleimido- o haloacetilo para
reaccién con el farmaco. Los reactivos de entrelazamiento que comprenden una porcion
en base a maleimido incluyen N-succinimidilo 4-(maleimidometil)ciclohexancarboxilato
(SMCC), N-succinimidilo-4-(N-maleimidometil)-ciclchexan-1-carboxi-(6-amidocaproato), el
cual es un analogo de “cadena larga” de SMCC (LC-SMCC), éster de N-succinimidilo de
acido K-maleimidoundecancico (KMUA), éster de N-succinimidilo de acido vy-
maleimidobutirico (GMBS), éster de N-hidroxisuccinimida de acido e-maleimidocaproico
(EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster ‘de N-(a-
maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-6-(B- maleimidopropionamido)-
hexanoato (SMPH), N-succinimidilo 4-(p-maleimidofenil)-butirato (SMPB), y N-(p-
maleimidofenil}isocianato (PMPI). Los reactivos de entrelazamiento que comprende una

porcidbn en base a haloacetilo incluye N-succinimidil-4-(icdoacetilo)-arninobenzoato

(SLAB), iodoacetato de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y

N-succinimidilo 3-(bromoacetamido)}propionato (SBAP).

Otros reactivos de entrelazamiento que carecen de un atomo de azufre que forma
enlazadores no separables también pueden ser empleados en el método de la invencion.
Dichos enlazadores pueden ser derivados a partir de porciones en base a acido
dicarboxilico. Las porciones adecuadas en base a acido dicarboxilico incluyen, pero no se

limitan a, acidos a,w-dicarboxilicos de la formula general (IX):
HOOC-Xi-Y,-Z1,-COCH ‘ (IX),

en donde X es un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo lineal o ramificado que tiene
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2 a 20 atomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que ostenta de 3
hasta 10 atomos de carbono, Z es a

grupo aromatico sustituido o no sustituido que tiene de 6 hasta 10 atomos de
carbono, o un grupo heterociclico sustituido o no sustituido en donde el hetero atomo es
seleccionado a partirde N, O 0 S, y en donde |, m, y n son cada uno 0 0 1, a condicion de
que 1, m, y h no sean todos cero al mismo tiempo.

Muchos de los enlazadores no separables descritos en la presente se describen
en detalle en la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 2005-0169933 A1.

De manera alternativa, como se describe en la Patente de los Estados .Unidos de
Norteamérica No. 6,441,163 B, el farmaco puede ser modificado primero para introducir
un éster reactivo adecuado para reaccionar con un anticuerpo. La reaccién de estos
maitansinoides que contienen una porcidn de enlace activada con un anticuerpo
proporciona otro método para preducir un conjugado de maitansinoide de anticuerpo
separable 0 no separable.

Los procesos para la elaboracion de dichas composiciones farmacéuticas
involucran intercambio de regulador de pH de la composicién farmaceutica en el regulador
de pH de formulacién apropiado mediante cromatografia o diafiltracién y agregar después
los excipientes adecuados en la cantidad deseada, ya sea como solucién o como sélido.
También se puede ejecutar el ajuste final de la concentracién de proteina y/o el pH para
lograr la composicion deseada.

Los inmunoconjugados de la invencién son administrados al paciente en la forma
de una formulaciéon farmacéutica descrita en esta solicitud y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, excipiente o diluyente de la misma. Como se utiliza,
"farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos agentes que son Utiles en el
tratamiento o diagndstico de mamiferos, de preferencia humanos. El modo de
administracion preferido es parenteral, en paricular a través de ruta intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, o intralinfatica. Véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th ed., 1980, Mack Publishing Company,
editado por Osol et al. Dichas composiciones pueden incluir proteinas, tales como
proteinas del suero, por ejemplo, albumina de suerc humano, reguladores de pH ©
sustancias reguladoras de pH tales como fosfatos, otras sales, o electrolitos, y similares.
Los diluyentes adecuados pueden incluir, por ejemplo, agua estéril, solucién salina
isoténica, dextrosa acuosa diluida, un alcohol polihidrico 0 mezclas de dichos alcoholes,
por ejemplo, glicerina, propilen glicol, polietilen glicol y similares. Las formulaciones
pueden contener conservadores tales como alcohol fenetilico, metil y propil parabenos, y
similares. Si se desea, la formulacion puede incluir 0.05 hasta aproximadamente 0.20 por
ciento en peso de un antioxidante.

La administracién puede ser a través de cualquier ruta conocida por ser efectiva

por el médico de experiencia ordinaria. La administracion parenteral es la preferida. Las
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rutas parenterales preferidas para administrar las formulaciones de la presente invencion
incluyen rutas de administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal,
intraarterial. Las rutas de administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, y
subcutanea de los compuestos usados en la presente invencidn son las rutas de
administracién parenteral mas preferidas. Las rutas de administracion intravenosa,
intraperitoneal, y subcutanea de las formulaciones de la presente invencion son de mas
alta preferencia.

La administracién a través de ciertas rutas parenterales pueden involucrar la
introduccion de de las formulaciones de la presente invencién en el cuerpo de un paciente
a través de una aguja o un catéter. De manera opcional, dicha administracion puede ser
impulsada por medio de una jeringa estéril o algun otro dispositivo mecanico tal como un
sistema de infusién continua. Una formulacién proporcionada por la presente invencion
puede administrada utilizando una jeringa, inyector, bomba, o cualquier otro dispositivo o
mediante gravedad reconocidos en la técnica para administracion parenteral. La
formulacién puede ser administrada de forma parenteral, en formas de dosis liquida
estéril. Estas formulaciones pueden ser administradas por via intravenosa como un bolo o
infusién répida, las cuales pueden, ademas de su efecto terapéutico, de diagnéstico o
medicinal deseado, ocasionar |a liberacién del inmunoconjugado.

Los inmunoconjugades de la invencién son efectivos en rango un amplio rango de
dosis dependiendo de los factores tales como el estado de enfermedad que se va a tratar
o el efecto biolégico que se va a madificar, la manera en la cual el inmunoconjugado es
administrado, la edad, peso y condicién del paciente asi como otros factores que seran
determinados por el médico tratante. Por tanto, la cantidad administrada a cualquier
paciente se puede determinar en una base individual.

La cantidad de una formulacion de la presente invencién que es administrada para
tratar a un paciente puede depender de un nimero de factores, entre los cuales estan
incluidos, sin limitacién, el sexo, peso y edad del paciente, las causas subyacentes de la
condicién o enfermedad que se va a tratar, la ruta de administracién y la biodisponibilidad,
la persistencia del inmunoconjugado administrado en el cuerpo, la formulacién, y la
potencia del inmunoconjugado. Cuando la administracién es intermitente, la cantidad por
administracion también considerara el intervalo entre las dosis, y la biodisponibilidad del
inmunoconjugado a partir de la formulacidn. La administracién de |la formulacién de la
presente invencion podria ser continua. Esta dentro de la habilidad ordinaria de un medico
el determinar la dosis y velocidad de infusion o frecuencia de administracion de la
formulacién de la presente invencién a fin de lograr el resultado clinico deseado.

La dosis administrada variara, por supuesto, dependiendo de factores conocidos
tales como las caracteristicas farmacodinamicas del agente particular, y su modo y ruta
de administracién; edad, estado de salud y peso del receptor; naturaleza y extensién de
los sintomas, clase de tratamiento concurrente, frecuencia del tratamiento, y el efecto

deseado. Usualmente una dosis diaria del compuesto terapéuticamente significativo
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puede ser de aproximadamente 0.1 hasta 100 miligramos por kilogramo de peso corporal.

Las formas de dosis para administracion interna contienen desde
aproximadamente 1 miligramo hasta aproximadamente 500 miligramos de compuesto
terapéuticamente significativo por unidad. En estas composiciones farmacéuticas el
compuesto terapéuticamente significativo estara presente de manera ordinaria en una
cantidad de aproximadamente 0.05-2% en peso en una formulacién liquida y 2- 50% en la
formulacién liofilizada antes de la reconstitucidon en base al peso total de la composicién.

La presente invencién proporciona también un polvo liofilizado de la formulacién
antes descrita. De preferencia, la formulacion liofilizada comprende uno o mas
componentes adicicnales, tales como un lioprotector y/o un agente de acumulacion. El
polvo liofilizado puede ser reconstituido con agua para crear una solucidén reconstituida.
La presente formulacion puede ser liofilizada y reconstituida como se describe en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2004/0,241,174 A1, cuya
descripcion esta incorporada a la presente mediante referencia, y que describe
formulaciones licfilizadas que comprenden inmunoconjugados.

Antes de la reconstitucion de la composicion liofilizada, las cantidades relativas de
cada componente que comprende la composicion liofilizada de la invencidn se pueden
describir en términos de mg de excipiente (por ejemplo, regulador de pH, agente
tensioactivo, agente de acumulacién, crioprotector) por mg de conjugado.

En tanto que cualquier agente de regulacion de pH adecuado descrito en la
presente puede ser utilizado en relacion con la composicion liofilizada de la invencidn, la
composicién liofilizada comprende de preferencia un regulador de pH de succinato de
sodio. El agente regulador de pH puede estar presente en la composicion liofilizada de la
invenciéon en cualquier cantidad adecuada. En particular, la composicion liofilizada
comprende de manera deseable aproximadamente 0.1 mg hasta aproximadamente 2 mg
del agente regulador de pH por mg del conjugado (por ejemplo, aproximadamente 0.1 mg
hasta aproximadamente 0.5 mg de agente regulador de pH por mg del conjugado,
aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 1 mg de agente regulador de pH por
mg del conjugado, o aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 2 mg de agente
regulador de pH por mg del conjugado). De mayor preferencia, la composicidn liofilizada
comprende aproximadamente 0.3 mg de regulador de pH de. succinatc de sedio por mg
del conjugado.

La composicién liofilizada comprende de manera deseable aproximadamente
0.005 mg hasta aproximadamente 0.1 mg de polisorbato por mg del conjugado, y de
preferencia aproximadamente 0.005 mg hasta aproximadamente 0.01 mg de polisorbato
por mg del conjugado, 0.01 mg hasta aproximadamente 0.05 mg de polisorbato por mg
del conjugado, o aproximadamente 0.05 mg de polisorbato hasta aproximadamente 0.1
mg de polisorbato por mg del conjugado. Cuando el polisorbato es polisorbato 20, la
composicion liofilizada de preferencia comprende aproximadamente 0.02 mg de

polisorbato 20 por mg del conjugado.
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A fin de evitar la degradacion de los ingredientes activos de la composicién
durante la congelacion y secado, la composicion liofilizada de la invencion comprende
ademas un crioprotector, de preferencia un crioprotector amorfo. El término
"crioprotector," como se utiliza en la presente, se refiere a un excipiente que protege las
moléculas inestables durante la congelacién. Los crioprotectores adecuados para uso en
la composicion liofilizada son conocidos por aquellos con experiencia en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, glicerol, dimetil sulféxido (DMSQ), polietilen glicol (PEG), dextrano,
glucosa, trehalosa, y sacarosa. De mayor preferencia, el crioprotector es sacarosa. E!
crioprotector puede estar presente en la composicion liofilizada de la invencién en
cualquier cantidad adecuada. La composicion liofilizada que comprende de manera
deseable aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 5 mg, por ejemplo,
aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 2 mg del crioprotector por mg del
conjugado, aproximadamente 0.8 mg del crioprotector por mg del conjugado,
aproximadamente 2 mg del crioprotector por mg del conjugado, o aproximadamente 4 mg
del crioprotector por mg del conjugado. Cuando el crioprotector es sacarosa, la
composicién licfilizada de preferencia comprende aproximadamente 0.5 mg hasta
aproximadamente 2 mg (por ejemploc, aproximadamente 1 mg) sacarosa por mg del
conjugado.

La composicidn liofilizada puede contener ademas un agente de acumulacién, de
preferencia un agente de acumulacion cristalizable. Los agentes de acumulacién
comunmente son utilizados en la técnica para proporcionar estructura y peso a la "torta"
producida como resultado de la liofilizacién. Cualquier agente de acumulacion adecuado
conocido en la técnica puede ser utilizado en relacion con la composicion liofilizada de la
invencion. Los agentes de acumulacién adecuados incluyen, por ejemplo, manitol,
dextran, y glicina. De mayor preferencia, el agente de acumulacion usado en la
composicién de la invencidon es glicina. La composicion liofilizada puede contener
cualquier cantidad adecuada del agente de acumulacion, aunque de preferencia la
composicién liofilizada comprende aproximadamente 2 mg hasta aproximadamente 20 mg
del agente de acumulacién por mg del conjugado, y de preferencia aproximadamente 2
mg hasta aproximadamente 10 mg del agente de acumulacién por mg del conjugado,
aproximadamente 5 mg hasta aproximadamente 10 mg del agente de acumulaciéon por
mg del conjugado, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 15 mg del agente de
acumulaciéon por mg del conjugado, o aproximadamente 15 mg hasta aproximadamente
20 mg del agente de acumulacién por mg del conjugado. Cuando el agente de
acumulacién es glicina, la composicion liofilizada de preferencia comprende
aproximadamente 3.8 mg glicina por mg del conjugado. _

‘ Por tanto, de acuerdo con la invencidn, los contenidos de una composicion
liofilizada que se van a reconstituir para contener 5 mg/mL de conjugado (por ejemplo, de
preferencia un conjugado comprende huN901 quimicamente acoplado a DMI) de

preferencia comprende (i) aproximadamente 0.3 mg regulador de pH de succinato de
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sodio por mg del conjugado, (ii) aproximadamente 0.02 mg polisorbato 20 por mg del
conjugado, (iii) aproximadamente 1 mg sacarcsa por mg del conjugado, y (iv)
aproximadamente 3.8 mg glicina por mg del conjugado. Una vez reconstituida con agua,
dicha composicidn liofilizada tiene de preferencia un pH de aproximadamente 5.5.
Ademas, cuando la composicién liofilizada es reconstituida con agua, las descripciones de
las concentraciones relativas de los excipientes antes establecidos en relacién con la
formulacién liquida son aplicables para la composicion liofilizada antes mencionada.

Los métodos de liofilizacién son bien conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Wang, W., Int. J. Pharm., 203, 1-60 (2000). Por ejemplo, la composicién
liofilizada de la invencion puede ser producida usando un ciclo de liofilizacién que
comprende las siguientes etapas: (1) pre-enfriamiento a una temperatura de anaquel de
4° C. y presiéon de camara ambiente durante 2.5 horas, (2) congelar a una temperatura de
anaquel de -50° C. y presién de camara ambiente durante 14 horas, (3) recristalizacion de
glicina a una temperatura de anaquel de -20° C. y presién de camara ambiente durante 6
horas, (4) re-congelaciéon a una temperatura de anaquel de -50° C y presiéon de camara
ambiente durante 16 horas, (5) secado primario a una temperatura de anaque! de - 13° C.
y 100 mTorr de presion durante 24 horas, (6) secado secundario a una temperatura de
anaquel de 24° C. y 100 mTorr de presiéon durante 10 horas, y (7) fase de tapdn
temperatura de anaquel de 24° C. y presion de camara ambiente. Sin embargo, la
composicién liofilizada, no esta limitada a las composiciones producidas a traves del
método antes descrito. De hecho, se puede utilizar cualquier método de liofilizacién para
producir la composicion liofilizada, y sera evidente para aquellos con experiencia en la
técnica que los parametros de liofilizacion seleccionados (por ejemplo, tiempos de
secado) variaran dependiendo de una gama de factores, que incluyen el volumen de la
solucidon que se va a liofilizar.

En otra modalidad, la presente invencién esta dirigida a un equipo para la
preparacion de una formulacién acuosa, cuyo equipo comprende un primer recipiente que
contiene un polvo liofilizado y un segundo recipiente que contiene una formulacién acuosa
que comprende un estabilizador de reconstitucion. La concentracidén del polvo liofilizado
en la solucién, el volumen de la solucion que es cargado dentro de cada recipiente y la
capacidad de los recipientes son parametros interrelacionados que pueden ser
adecuadamente modificados, dependiendo de la concentracién deseada del principio
activo en la unidad de dosis final. Por lo tanto, estos parametros pueden variar en rangos
amplics.

Todas las patentes, publicaciones, y otras referencias citadas en la presente estan
expresamente incorporadas mediante referencia en su totalidad.

La presente invencién esta descrita ademas por los siguientes ejemplos, los
cuales son ilustrativos del procesc y nc seran considerados como limitantes de la
invencion. Los parametros de proceso dados a continuacion pueden ser adoptados vy

adaptados por la persona experimentada para adecuarlos a la necesidad particular.
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EJEMPLO 1

Este ejemplo muestra el efecto de los siguientes excipientes de formulacién sobre
la apariencia visual de las muestras de conjugado MAb-DMI formuladas.

Muestras de huN901-SPP-DMI fueron colocadas en 1.0 mg/mL in 10 mM de
regulador de pH de fosfato pH 6.5 con 140 mM NaCl con cada uno de los excipientes
listados a continuacion. Los excipientes fueron agregados de manera directa a la muestra
de huNS01-SPP-DMI en una base de %p/p (peso de excipiente / peso de solucion).
Inmediatamente después de la adicion del excipiente, las formulaciones fueron filtradas, y
se condujeron pruebas de apariencia y conteo de particula. Las muestras fueron
almacenadas después a 4°C durante el tiempo de estudio, y fueron probadas de nuevo en
los puntos de tiempo de 2 semanas y 1 mes. Para la apariencia, las muestras fueron
probadas a través de la examinacion de por lo menos 1.0 mL de solucién contra un fondo
blanco para claridad y contra un fondo negro bajo luz blanca para la presencia o ausencia
de particulas visibles. Los resultados se reportaron como presencia o ausencia de
particulas visibles. Las particulas subvisibles con un tamafio de mas de & ym también
fueron medidas con un contador de particulas HIAC calibrado para medir tamafio de

particula entre 2 y 100 pm.

Apariencia:

Excipiente tnicial 2 Semanas 1 Mes

5% sacarosa Transparente Transparente Transparente
10% sacarosa Transparente Transparente Transparente
0.1% tween20 Transparente Transparente Transparente
0.8% tween20 Transparente Particulas Transparente
1 % ciclodextrina Transparente Transparente Transparente
1 % dextrosa Transparente Transparente Particulas
5% glicerol Transparente Transparente Particulas
2% PEG6000 Transparente Transparente Particulas
5% manitol Transparente Particulas Particulas
Control filtrado* Transparente Transparente Particulas

*filtrado poco antes del punto de tiempo inicial

Conteo de particula (conteos > 5 pym per mL):

Excipiente

Conteos de particular acumulativos

2 Semanas

1 Mes

5% sacarosa

o4

120

84

£a
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10% sacarosa 68 14 58
0.1% Tween20 40 76 76
0.8% Tween20 86 120 120
1% Beta-Ciclodextrina 8 4 10
1% Dextrosa 388 608 502
5% Gilicerol 4 32 42
2% PEG 12 6 72
5% manitol 46 144 70
Control filtrado 222 284 720

Se observaron los efectos positivos de la sacarosa, TWEEN-20™, beta-

ciclodextrina, dextrosa, glicerol, manitol y polietilen glicol (PEG).
EJEMPLO 2

Este ejemplo muestra el efecto de los amino acidos en la estabilidad de huN901-
SPP-DM! con respecto a la agregacion de conjugado.

Muestras de huN901-SPP-DMI fueron colocadas en 5.0 mg/mL en los siguientes
reguladores de pH y almacenadas a 2-8 y 25°C durante 12 meses. El contenido agregado
de conjugado fue probado con una prueba cromatografica en los puntos de tiempo de 1,
3,6vy 12 meses.

(1) 10 mM fosfato de sodio, 140 mM NaCI, pH 6.5.

(2) 10 mM citrato de sodio, 135 mM NaCl, 0.01 % polisorbatc 20, pH 5.5.

(3) 10 mM citrato de sodio, 130 mM histidina, 0.01 % polisorbato 20, pH 5.5

(4) 10 mM citrato de sodio, 110 mM glicina, 80 mM NacCl, 0.01 % polisorbato 20,
pH 5.5.

2-8°C 25°C
Formulacién TO 1 mes Imeses | 6 meses 12 1 mes 3 meses | 6 meses 12
meses meses
Composicion 1 53 8.7 8.1 8.6 8.9 8.7 10.2 104 11.8
Composicién 2 45 50 5.4 586 55 58 6.6 7.2 82
Composicion 3 41 41 42 41 38 4.5 47 5.0 6.1
Composicién 4 4.2 4.5 4.8 4.9 49 52 58 6.2 7.3

El ejemplo 1 muestra que la histidina mejora la formulacién con respecto a evitar la

formacion de agregado del conjugado. La glicina también tuvo beneficios.

EJEMPLO 3
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Este ejemplo muestra el efecto de la histidina en la estabilidad del conjugado

huMy9-6-SPDB-DM4 en términos del agregado de conjugado.
El conjugadc huMy9-6-SPDB-DM4 fue formulado a 5.0 mg/mL en:
(1) 10 mM citrato de sodio, 135 mM NaCl, pH 5.5
(2) 150 mM histidina/clorurc de histidina, pH 5.5

Las muestras fueron incubadas a 2-8°C y 25°C durante 6 meses, después de lo

cual fueron probadas para agregado del conjugade mediante ensayo cromatografico.

Formulacion TO 2-8 °C, B mon 25 °C, 6 mon
Composicién 1 3.5 4.0 82
Composicién 2 32 3.2 71

Los datos muestran los efectos benéficos de Ia histidina en la prevencion de la

formacién de agregado.
EJEMPLO 4

Este ejemplo muestra el efecto del agente regulador de pH, azucar y amino acido
en la estabilidad de huC242-SPDB-DM4 con respecto al agregado de conjugado.

Las muestras de huC242-SPDB-DM4 a 5.0 mg/mL en:

(1) 10 mM citrato de sodio, 135mM NaCl, pH 5.5

(2) 10 mM citrato de sodio, 5% sacarosa, 130 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH
5.5

(3) 10 mM histidina/cloruro de histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, pH 5.5

Se ejecutaron las pruebas para contenido de mondmerc y agregado de conjugade

a Ty, y después de 3 meses de almacenamiento a 2-8°C y 25°C.

| Formulacién Agregado (%)
T0 2-8°C, 3 meses 25°C, 3 meses
Composicion 1 4.0 4.3 9.1
Composicién 2 3.2 3.7 5.9
Composicion 3 2.4 2.3 3.8

Los datos muestran que la sacarosa y la glicina, juntas en la combinacién anterior,

mejoran la formulaciéon con respecto a la proteccion contra la agregacion de conjugado.
La mejora mas importante se observo cuando la combinacién de sacarosa y glicina es
usada con histidina.

EJEMPLO 5
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Este ejemplo muestra el efecto de varias formulaciones que contienen sacarosa

con y sin glicina en el contenido de agregado de conjugado huN901-SPP-DMI.

Las muestras de huN901-SPP-DMI a una concentracion de 5.0 mg/mL en cada

una de las siguientes formulaciones liquidas fueron probadas para contenidos de

monomero y agregado.

(1) 10 mM citrato de sedio, 135 mM NaCl, 0.01% polisorbato 20, pH 5.5

(2) 10 mM citrato de sodio, 60 mM NaCl, 5% sacarcsa, pH 5.5

(3) 10 mM citrato de sodio, 60 mM NaCl, 0.01% polisorbato 20, 5 % sacarosa, pH

5.5

(4) 10 mM fosfato de sodio, 140 mM NaCl pH 6.5
(5) 10 mM succinato de sodio, 0.25 M glicina, 0.01% polisorbato 20, 0.5%

sacarosa, pH 5.5

Las muestras almacenadas a 25°C fueron probadas para contenidos de agregado

en los puntos de tiempo de 3, 6 y 12 meses.

Formulacién Agregado (%)

3 meses 6 meses 12 meses
Composicion 1 6.7 7.3 8.2
Composicidn 2 5.2 57 6.2
Composicion 3 56 54 8.5
Composicidn 4 10.0 10.4 11.8
Composicién 5 4.4 47 4.4

En todos los casos las formulaciones que contienen sacarosa tienen menor
contenido de agregado que aquellas con sacarosa. La formulacién que contiene glicina

(composicién 5) tuvo la mejor estabilidad en este ejemplo.
EJEMPLO 6

Este ejemplo muestra el efecto de polisorbato 80 en la formacién de particula
inducida por agitacién. Se espera que esta condicién de tensién (agitacion) imite las
tensiones encontradas durante el embarque y manejo del conjugado liquido, en oposicién
a las tensiones encontradas durante el almacenamiento estatico (las cuales se resolvieron
en el Ejemplo 1).

Las muestras de huC242-SPDB-DM4 fueron colocadas en 1 mg/mL en los
siguientes reguladores de pH y colocadas en envases de vidrio USP Tipo 1 (5mL en un
envase de 10 mL) los cuales fueron sellados con Flurotec® Stoppers. Los envases fueron
agitados durante 48 horas a 100 rpm a temperatura ambiente, utilizando un Agitador
Orbital Lab-Line.

'39(
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(1) 10 mM citratc de sodio, 135 mM cloruro de sodio, pH 5.5

(2) 10 mM histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, pH 5.5

(3) 10 mM histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, 0.1% poliscrbato 80, pH 5.5

(4) 10 mM histidina, 1% sacarosa, 250 mM glicina, pH 5.5

(5) 10 mM histidina, 1% sacarosa, 250 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

(6) 10 mM histidina, 280 mM glicina, pH 5.5

(7) 10 mM histidina, 280 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

(8) 10 mM histidina, 10% sacarosa, pH 5.5

(9) 10 mM histidina, 10% sacarosa, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

Después de la agitacion durante 48 horas todos los envases fueron
inspeccionados visualmente. Aquellos que contenian polisorbato 80 (Composiciones 3, 5,
7 y 9) permanecieron transparentes, en tanto que todos aquellos que no contenian
polisorbato 80 (1, 2, 4, 6 y 8) estuvieron turbios. Estos datos demuestran el efecto
benéfico del polisorbato 80 en la reduccién de particulas debidas a la agitacién, tal como

se puede encontrar durante el embarque y manejo del conjugado liquido.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacidén de inmunoconjugado que comprende:

(a) un inmunoconjugado; y

(b) uno 0 mas excipientes seleccionados a partir del grupo que comprende
sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80, ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol,
manitol, cloruro de sodio, y un amino acido, en donde la formulaciéon es una solucion
acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6.

2. La formulacién de conformidad con |a reivindicacion 1, caracterizada porque la
formulacién comprende uno o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende:

(i) 0.1-12% sacarosa,

(i) 0.005-1.0% polisorbato 20,

(i) 0.5-2% beta-ciclodextrina,

(iv) 2-8% glicerol,

(v) I-5% PEG6000,

(vi} 2-8% manitol,

(vii) 0.005-1.0% polisorbato 80,

(viil) 5-20 mM histidina,

(ix) 100-300 mM glicina, and

(x) 50-300 mM cloruro de sodio.

3. La formulacion de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizada porque la
formulaciéon comprende unc o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende:

(i) 5-10% sacarosa,

(i) 0.005 - 0.2 % polisorbato 20,

(iii) 0.5-1% beta-ciclodextrina,

(iv) 2-5% glicerol,

(v) 2-3% PEG6000,

(vi) 3-5% manitol,

(vii) 0.005 - 0.2 % polisorbato 80, (viii} 10-15 raM histidina, (ix) 130-250 mM glicina,
y (x) 100-200 mM cloruro de sodio.

4. La formulacién de éonformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque la
solucién acuosa regulada en su pH contiene uno o mas de histidina, succinato, citrato,
fosfato, y acetato.

5. La formulacion de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizada porque el
pH es desde 5.0 hasta 7.0.

6. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizada porque el
pH es desde 5.0 hasta 6.0.

7. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque el
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inmunoconjugado comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo
que comprende huMy8-6, huC242, huN901, DS6, trastuzumab, bivatuzumab,
sibrotuzumab, y rituximab. ' _

8. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizada porque el
inmunoconjugado comprende un farmaco citotéxico seleccionados a partir del grupo que
comprende a maitansinoide, un taxano, y un CC-1065.

9. Una formulacidn de inmunoconjugado que comprende:

(a) un inmunoconjugado; y

(b) uno o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que comprende
histidina, sacarosa, glicina y cloruro de sodio, en donde la formulacién es una solucién
acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6.

10. La formulacion de conformidad con la reivindicacidn 9, caracterizada porgue la
formulacién comprende uno 0 mas excipientes seleccionados a partir de 5-200 mM
histidina, 100-200 mM glicina, y 2-8% sacarosa.

11. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizada porque
el excipiente es 5- 100 mM histidina o 100- 150 mM glicina.

12. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada porque la
formulacién contiene 2-8% sacarosa y 100-150 mM glicina.

13. La formulacion de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizada porque
la formulacién contiene 10 mM histidina, 5% sacarosa y 130 mM glicina.

14. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada porque la
solucién acuosa regulada en su pH contiene uno o0 mas de histidina, succinato, citrato,
fosfato, y acetato.

15. La formulacion de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada porque
el pH es desde 5.0 hasta 7.0.

16. La formulacién de conformidad con la reivindicacidn 15, caracterizada porque
el pH es desde 5.0 hasta 6.0.

17. La formulacién de conformidad con la reivindicaciéon 9, que comprende ademas
polisorbato 20 y/o polisorbato 80.

18. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizada porque el
inmunoconjugado comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo
que comprende huMy9-6, huC242, huNS01, DS6, trastuzumab, bivatuzumab,
sibrotuzumab, y rituximab.

19. La formul‘acién de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada porque el
inmunoconjugado comprendes a farmaco citotoxico seleccionados a partir del grupo que
comprende un maitansinoide, un taxano, y un CC-1065.

20. Una formulacién de inmunoconjugado que consta esencialmente de:

(a) inmunoconjugado huN901-DMI a una concentracién desde 0.5-10 mg/mi;

(b) 5-15 mM histidina y/o 5-15 mM succinato;

(¢) 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina:
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(d) 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde la
formulaciéon es una solucion acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6.

21. Una formulacién de inmunoconjugado que consta esencialmente de:

(a) inmunoconjugado huC242-DM4 a una concentracion desde 0.5-10 mg/nil;

(b) 5-15 niM histidina;

(¢) 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina;

(d) 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde la

formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6.

4
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RESUMEN

La presente invencién proporciona una formulacién de inmunoconjugado que esta
sustancialmente libre de particulas, la formulacion de inmunoconjugado que comprende:
un inmunocenjugado y uno o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende: sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80, ciclodextrina, dextrosa, glicerol,
polietilen glicol, manitol, cloruro de sodio, y un amino acido, en donde la formulacién es
unalsolucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6. La presente
invencion proporciona también una formulacidén de inmunoconjugado que esta
sustancialmente libre de agregados, la formulacién de inmunoconjugado que comprende:
un inmunoconjugado y unc o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de sodio, en donde la formulacion es una
solucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6. La presente
invencion properciona ademas una formulacidn de inmunoconjugado que esta

sustancialmente libre tanto de particulas como de agregados.
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Date of mailing of the intemnational search report

30 MAR 2007

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US, Commissioner for Patents
P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450
Facsimile No. -

571-273-3201

Authorized officer:

Lee W. Young

PCT Helpdesk: §71-272-4300
PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/1ISA/210 (second sheet) (April 2005)

45



PATENT COOPERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To: Susan J. Mack PCT

Sughrue Mion, PLLC

2100 Pennsylvania Ave., NW
SLite 800 ¥ WRITTEN OPINION OF THE

Washington, DC 20037-3213 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing

(daymonthivear) () MAR 2007

Applicant’s or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION

F206822 See paragraph 2 below

International application No. International filing date (day/monthfyear) Priority date (day/monthiyear)
PCT/US 06/30295 02 August 2006 (02.08.2006) 03 August 2005 (03.08.2005)

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC
IPC(8) - AB1K 38/00; CO7K 16/00 (2007.01)
USPC - 424/178 1

Applicant | ungen, Inc.

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. [ Basis of the opinion

D Box No. Il  Priority
Box No. HI  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability
Box No. IV Lack of unity of invention

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability,
citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited

Box No. V1] Certain defects in the international application

000 XOo

Box No. VIII Certain observations on the international application

2. FURTHER ACTION

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will be considered to be a written opinion of the
International Preliminary Examining Authority (“IPEA™) except that this docs not apply where the applicant chooses an Authority
other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written
opinions of this Intemational Searching Authority will not be so considered.

{f this opinton is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit 1o the IPEA
a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing of Form
PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later,

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3. For further details, sec notes to Form PCT/[SA/220.

Name and mailing address of the ISA/US | Date of completion of this opinion Authorized officer:

Mail Stop PCT, Atin; ISAVUS Lee W. Youn
Commissicner for Patents . 9
P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 12 Feb 2007 (1 2'02‘2007) PCT Helpdesk: 671-272-4300
Facsimile No. 571-273-3201 PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/ISA/237 (cover sheet) (April 2005)



WR]TTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 06/30295

Box No. ] Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of?
IE the international application in the language in which it was filcd

a translation of the international application into ., which is the language of a
translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the
claimed invention, this opinion has been established on the basis of: .

a. type of material

D a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

D on paper

[___I in electronic form

c. time of filing/furnishing
D contained in the international application as filed
D filed together with the international application in electronic form

D furnished subsequently to this Authority for the purposes of search

3. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been
fited or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

\

Form PCT/ISA/237 (Box No. I} (Apri} 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US 06/30295

Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1.  Statement
Novelty (N) Claims 13 21 YES
Claims 1-12, 14-20 NO
Inventive step (IS) Claims None : YES
Claims 1-21 NO
Industrial applicability (1A) Claims 1-21 YES
Claims None NO

2. Citations and explanations:

Claims 1-12 and 14-20 fack novelty under PCT Aticle 33(2) as being anticipated by US 2004/0241174 A1 lo Amphlett et al. (heroafter
‘Amphiett).

As per claims 1-8 and 14-20, Amphiett teaches a composilion comprising an Immunoconjugate of hung01 and DM1 (DM1isa
maytansinoid), 0.15% sucross, 0.01% polysorbate 20, 5.5 mM succinate, 233 mM glycine, and a pH of 6.5 (para {37]).

As per claims 10 and 11, Amphlett teaches a composition comprising an immunoconjugate and 3.8 mg glycine per mg of
immunoconjugate, and a pH of 5.5 (para [37]). Amphistt further teaches that any combination of elements Is encompassed by the
invention (para {77]). Amphleft further teaches that the immunoconjugate may be present at 3mg/mL. (para [23)). Following the formulation
guideline of 3.8 mg glycine per mg of immunoconjugate, at 3 mg/mL of immunoconjugate, the formulation would comprise 100-150 mM
glycine (about 140 mM}.

As per claim 12, Amphlett further teaches that the composilion comgrises 1mg sucrose per mg of immunoconjugate {para [37]). Following
the formulation guideling of 3.8 mg sucrose perimg of immunocenjugate, at 3 mg/mL of immunoconjugate, the tormulation would comprise
2.8% sucrose (3% sucrose).

Claims 12 and 21 lack an inventive slep under PCT Article 33(3) as being cbvious Amphlett.

As per claim 13, Amphlett teaches & composition comprising an immunoconjugate, sucrose, succinate, glycine, and a pH of 5.5

(para [37]). Amphlstt further teaches that succinate and histidine are useful in the compositions as buttars. Amphiett does not teach a
composilion comprising an immunoconjugate, 10mM histidine, 5% sucrose, 130 mM glycine, and a pH of 4.5-7.6. It would have been
obvious fo a skilled artisan at the time the invention was mada to formulate the compasition with an Immunoconjugate, 10mM histidine, 5%
sucrose, 130 mM glycine, and a pH of 4.5-7.6 to obtain the invention as claimed based on routine experimentation and design.

As per claim 21, Amphlett leaches a composilion comprising an immunoconjugate of an antibody chemically coupled to a maytansinoid
and with a pH of 5-6 {para [7]). Amphiett further teaches that the immunoconjugate can be in an amount of about 5 mg/ml.

(para 23]). Amphlett further teaches thal the antibody can be huC242 (para [15)). Amphiett further teaches that the maytansinotd can be
DM4 (para [19]). Amphiett turther teaches that composition can comprise histidine in an amount of about 5-15mM (para [25]). Amphlett
further leaches that the compaosition can comprise 5% sucrosa (para [30]). Amphiett further teaches that the polysorbate 20 in an amount
of about 0.01% (para [26]). Amphlett does not specifically make the necessary selection of thé above-cited optional components, however,
a skilled artisan would have found it obvious at the time tha invention was made to make the appropriate selection to obiain the invention
as ciaimed based on routine experimentation and design.

Clalms 1-21 have industrial applicability as defined by PCT Article 33(4) because the subject matter can be made or used tn industry.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (April 2005)
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PATENT APPLICATION
IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

In re application of Docket No: A8985

Wei ZHANG, et al.

Appln. No.: 11/498,139 Group Art Unit: 1644
Confirmation No.: 8359 Examiner: YUNSOO, Kim

Filed: August 3, 2006
For: IMMUNOCONJUGATE FORMULATIONS

PRELIMINARY AMENDMENT

MAIL STOP AMENDMENT
Commissioner for Patents

P.0O. Box 1450

Alexandria, VA 22313-1450

Sir:

Prior to examination, please amend the above-identified application as follows on the

accompanying pages.

TABLE OF CONTENTS
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* PRELIMINARY AMENDMENT : Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139

AMENDMENTS TO THE SPECIFICATION

Please replace the paragraph no. 60 with the following amended paragraph:

Other maytansines may be used in the context of the invention, including, for example,
thiol and disulfide-containing maytansinoids bearing a mono or di-alkyl substitution on the
carbon atom bearing the sulfur atom. Particularly preferred is a maytansinoid having at the Cs
position, the Cy4 hydroxymethyl, the C;s hydroxy, or the C;o desmethyl functionality, an acylated
amino acid side chain with an acyl group bearing a hindered sulfhydryl group, wherein the
carbon atom of the acyl group bearing the thiol functionality has one or two substituents, said
substituents being CHs, C;Hs, linear or branched alkyl or alkenyl having from 1 to 10 carbon
atoms, cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, phenyl, substituted phenyl, or
heterocyclic aromatic or hetereeyelealieytheterocyclic radical, and further wherein one of the
substituents can be H, and wherein the acyl group has a linear chain length of at least three

carbon atoms between the carbonyl functionality and the sulfur atom.

Please replace the paragraph no. 61 with the following amended paragraph:

Additional maytansines for use in the context of the invention include compounds

represented by formula (I111):

O

O
Z>=
-g

~

Z

MeO.

OH
MeO

(I1D),

S35



PRELIMINARY AMENDMENT ' Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139

wherein Y’ represents

%%)p%ﬁ%}ﬁa%%&@ﬂ@&em%%%
(CR7Rg)(CRo=CR10)o(C=C)gAo(CRsR)mDW{CR11=CR; =C):B/(CR -CR;R;SZ

wherein R; and R; are each independently linear alkyl or alkenyl having from 1 to 10
carbon atoms, preferably CHj or C;Hs, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10

carbon atoms, phenyl, substituted phenyl or heterocyclic aromatic or
heterocyeloalikylheterocyclic radical, and wherein R; also can be H,
wherein A, B, D are cycloalky! or cycloalkenyl having 3-10 carbon atoms, simple or

substituted aryl, or heterocyclic aromatic, or heterocyclic radical,

wherein Rs, Ry, Rs, Rg, Ry, Rg, R, Ry, Ry1, and Ry are each independently H, linear
alkyl or alkenyl having from 1 to 10 carbon atoms, preferably CH; or C;Hs branched or cyclic
alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, phenyl, substituted phenyl or heterocyclic

aromatic, or hetereeyeloalleytheterocyclic radical,

wherein 1, m, n, 0. p, q, 1, 5, t and u-ead+ are each independently zero or an integer from

1to 5, provided that at least two of 1, m, n, 0, p, q, I, S, { and u;-and-t are not zero at any one time,

and

wherein Z is H, SR or COR, wherein R is linear alkyl or aikenyl having from 1 to 10
carbon atoms, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, simple or

substituted aryl or heterocyclic aromatic, or heteroeyeloaleytheterocyclic radical.

Please replace the paragraph no. 62 with the following amended paragraph:
Preferred embodiments of formula (I1I) include compounds of formula (IIT) wherein (a)
ﬁl is Hmethyl, R; is Hmethy} and Z is H, (b) R; and R; are methyl and Z is H, (c) Ry is Hmethyl,

R; is Hmethyl, and Z is ~SCH3, and (d) R; and R; are methyl, and Z is -SCHs.
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PRELIMINARY AMENDMENT Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139
Please replace the paragraph no. 63 with the following amended paragraph:

Such additional maytansines also include compounds represented by formula (IV-L),
(IV-D), or (IV-D,L):

HaC,,, H O H3C, §H 0 HsC H O
0. _* )I\ 0 )]\ O J\
M ay/ T v May/ \I%\T Y May/ \ﬁT Y
0 0 ‘ 0
av-L) ~ (v-D) (IV-D,L)

wherein Y represents (CR7Rg)i(CRsR6)m(CR3R4).CR1R,SZ,

wherein R; and R; are each independently H, linear alkyl, or alkenyl having from 1 to 10
carbon atoms, preferably CHj or C,Hs, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10
carbon atoms, phényl, substituted phenyl, or heterocyclic aromatic or

heteroeyeloalleytheterocyclic radical,

wherein Rj, Ry, Rs, Re, R7, and Rg are each independently H, linear alkyl or alkenyl
having from 1 to 10 carbon atoms, preferably CH; or C;Hs, branched or cyclic alkyl or alkenyl

having from 3 to 10 carbon atoms, phenyl, substituted phenyl, or heterocyclic aromatic or
heteroeyeloalkeylheterocyclic radical,

wherein 1, m, and n are each independently an integer of from 1 to 5, and in addition n

can be zero,

wherein Z is H, SR, or COR wherein R is methyl, linear or branched alkyl or alkenyl
having from 1 to 10 carbon atoms, cyclic alky! or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, or

simple or substituted aryl or heterocyclic aromatic or hetereeyelealikytheterocyclic radical, and

wherein May represents a maytansinoid which bears the side chain at C-3, C-14

hydroxymethyl, C-15 hydroxy, or C-20 desmethyl.

!



Attorney Docket No.: A8985

PRELIMINARY AMENDMENT
Application No.: 11/498,139

Please replace the paragraph no. 66 with' the following amended paragraph:

Additional preferred maytansines also include compounds represented by formula (V):
0

P

j “”"“lﬂ
—Z

=

MeO

= 7 NH/LO

OH
MeO

V)

wherein Y represents (CR7Rg)(CRsRg)m(CR3R4)CR1R25Z,
wherein Ry and R; are each independently H, linear alkyl, or alkenyl having from 1 to 10

carbon atoms, preferably CHj3 or C;Hs, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10

carbon atoms, phenyl, substituted phenyl or heterocyclic aromatic or

I heteroeyeloalkeylheterocyclic radical, wherein Rs, Ry, Rs, R¢, R7, and Rp are each independently

H, linear alkyl or alkenyl having from 1 to 10 carbon atoms, preferably CHs or CoHs, branched or
cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, phenyl, substituted phenyl, or

heterocyclic aromatic or hetereeyeloatleytheterocyclic radical,

wherein 1, m, and n are each independently an integer of from 1 to 5, and in addition n

can be zero, and
wherein Z is H, SR or -COR, wherein R is methyl, linear alkyl or alkenyl having from 1

to 10 carbon atoms, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, or

simple or substituted aryl or heterocyclic aromatic or hetereeyelealleheterocyclic radical.

SR



PRELIMINARY AMENDMENT Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139 ‘
Please replace the paragraph no. 68 with the following amended paragraph:

Still further preferred maytansines include compounds represented by formula (VI-L),
(VI-D), or (VI-D,L):

H 30,,, 0 H 30 §H H 3 H O
0 _* 0 X 0 J\
May N Y, May” " May” o
0 l 0 0]
(VI-L) (VI-D) (VI-D, L),

wherein Y3 represents (CR7Rg)(CRsRs)m(CR3R4),CR1R2SZ5,

wherein R; and R, are each independently linear alkyl or alkenyl having from 1 to 10
carbon atoms, preferably CH; or C,H;, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10

carbon atoms, phenyl, substituted phenyl or heterocyclic aromatic or ~

hetereeyeloalkylheterocyclic radical, and wherein R; also can be H, ?

‘wherein Rs, R4, Rs, R, Ry, and Rg are each independently H, linear cyclic alkyl or
alkenyl having from 1 to 10 carbon atoms, preferably CH; or C;Hs, branched or cyclic alkyl or

alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, phenyl, substituted phenyl or heterocyclic aromatic or
‘ heterocyeloalleylbeterocyclic radical,

wherein |, m, and n are each independently an integer of from 1 to 5, and in addition n

can be zero,

wherein Z; is SR or COR, wherein R is linear alkyl or alkenyl having from 1 to 10 carbon
atoms, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, or simple or

substituted aryl or heterocyclic aromatic or hetereeyeleatleytheterocyclic radical, and

Vs
r/’

wherein May is a maytansinoid.
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Attorney Docket No.: "A8985

PRELIMINARY AMENDMENT
Application No.: 11/498,139
Please replace the paragraph no. 69 with the following amended paragraph

Additional preferred maytansines include compounds represented by formula (VII)
0

etrgg, i

MeO

(VID),

wherein Y, represents
{CRR)(CRy=CR10)p{E=C)ALCR )P (ER11=CR12) L E=CYBLCRR L) CRR:8 2,
2A:(CRsR)mDu(CR;=CR 15} {(C=C)B|(CR3R4 }:CR  R,87,

(CR7Ra)(CRo=CR10)(C=C)A,
wherein R, and R; are each independently H, linear branched or alkyl or alkenyl having
from 1 to 10 carbon atoms, preferably CHj; or C;Hs, cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10

carbon atoms, phenyl, substituted p]ienyl or heterocyclic aromatic or

| hetereeyeloatieytheterocyclic radlcal wherem A, B, and D each mdependently is cycloalkyl or

cycloalkenyl having 3 to 10 carbon atoms, simple or substituted aryl, or heterocyclic aromatic or
wherem Rj, R4, Rs, Rg, R+, Rg, Ro, Ry, Ri1, and Ry, are each independently H, linear

\ heteroeyelealkytheterocyclic radical,
alkyl or alkenyl having from 1 to 10 carbon atoms, preferably CHs or C;Hs, branched or cyclic

alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbon atoms; phenyl, substituted phenyl or heterocyclic

aromatic or heteroeyeloateytheterocyclic radical




PRELIMINARY AMENDMENT Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139

/

whereinl, m,n,0,p, q, 1, 5, t, and u are each independently zero or an integer of from 1
; .

to 5, provided that at least two of 1, m, n, 0.p, g, 1, s, t, and u are not zero at any one time, and

wherein Z, is SR or -COR, wherein R is linear alkyl or alkenyl having from 1 to 10
carbon atoms, branched or cyclic alkyl or alkenyl having from 3 to 10 carbori atoms, or simple or

substituted aryl or heterocyclic aromatic or hetereeyeloalleytheterocyclic’radical.

Please replace the paragraph no. 70 with the following amended paragraph:

Preferred embodiments of formula (VII) include compounds of formula (VII), wherein R,
is Hmethyl and R, is Hmethyl.
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PRELIMINARY AMENDMENT Attorney Docket No.: A8985
Application No.: 11/498,139

REMARKS
In paragraphs 61 and 69, the definitions of Y” and Y, have been amended to correct

obvious clerical errofs. Specifically, the group A has been given the subscript “o” rather than
“r,” because “r” is also the subscript for the group (CR;;=CR;2). In addition, the double bond in
the alkyne groups has been corrected to a triple bond.

In paragraphs 62 and 70, the definitions of R, and R have been reversed, because there is
no antecedent basis in the formulae (IIT) or (VII) for R, to be H, whereas R; can be H.

In paragraphs 60, 61, 63, 66, 68 and 69, the phrase “heterocyclic aromatic or
heterocycloalkyl radical” has been revised to more correctly read ‘ﬁeterocyclic aromatic or
heterocyclic radical.”

Entry and consideration of this Amendment are respectfully requested.

Respectfully submitted,

SUGHRUE MION, PLLC Susan J. Mack
Telephone: (202) 293-7060 Registration No. 30,951
Facsimile: (202) 293-7860

WASHINGTON OFFICE

23373 N

CUSTOMER NUMBER

Date: September 13, 2007
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ENMIENDAS A LA ESPECIFICACION

Favor de reemplazar el parrafo no 60 con el siguiente

parrafo enmendado:

Se pueden utilizar otras maitansinas en el contexto de la
invencion, incluyendo por ejemplo, maitansincides que contienen tiol
y disulfuro que poseen una sustitucién mono- o di-alquilo en el atomo
de carbono que tiene el atomo de azufre. Se prefiere de manera
particullar un maitansinoide que tiene en la posicién C3, la
funcionalidad C14hidroximetilo, el C15 hidroxi, o el C20 desmetilo,
una cadena lateral de amino acido acilatado con un grupo acilo que
tiene un grupo sulfhidrilo impedido, en donde el atomo de carbono
del grupo acilo que tiene la funcionalidad tiol posee uno o dos
sustituyentes, los sustituyentes que son CH3, C2H5, alquilo o
.alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radicial heterociclico aromatico o
heterociclico, vy en donde ademas uno de los sustituyentes puede ser
H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal de
por lo menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo
y el atomo de azufre.

Favor de reemplazar el parrafo no 61 con el siguiente
parrafo enmendado:

Las maitansinas adicionales para uso en el contexto de la

invencién incluyen compuestos representados por la féormula (I11):
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MeQ

MeO
(1,

en donde Y’ representa
(CR7R){CR=CR9)p(C=C)A(CR5Re)mDL(CR11=CR12){C=C)sB(CR;3R4)N-CR4R,Z,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente
alquilo o algquenilo lineal que\tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de
preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que
tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aroméatico o heterociclico, y en donde R2 también
puede ser H,

en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalgquenilo que tiene 3-
10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, radical heterociclico
aromatico o heterociclico,
| en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada
uno de manera independiente H, alquilo o alquenile lineal que tiene
de 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o

alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de
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carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,

en donde I, m, n, o, p, g. 1, s, ty u son cada uno, de manera
independiente cero ¢ un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que
dichos por lo menos dos del, m, n, 0, p, g, s, ty uno sean cero a la
vez, y

en donde Z es H, SR, 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo
lineal que tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicilico.

Favor de reemplazar el parrafo no 62 con el siguiente
parrafo enmendado:

| Las modalidades preferidas de la formula Il incluyen

compuestos de la féormula (I11) en donde (a) R1 es metilo, R2 es H y
Z es H, (b) R1 y R2 son metiloy Z es H, (c) R1 es metilo, RZes Hy
Z es —SCH3, y (d) R1 y R2 son metiloy Z es —SCH3.

Favor de reemplazar el parrafo no 63 con el siguiente
parrafo enmendado:

Dichas maitansinas incluyen también compuestos

representados por ta formula (I1vV-L), (IV-D, o (IV-D,L)

O 0
HSC’{’/ H j.L OHSC §H /I‘k OHJC‘L S,H /H\
O 7
N Y 7/ N Y
May” %T Y May” O May WK\1
O @] O
{v-L) . (TV-D) (1v-D,L)
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en donde Y representa (CR;Rg)I(CRsRs)m(CR3R4)WCRR,SZ,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente H,
alquilo lineal, o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H. alquile o alguenilo lineal que tiende de 1 hasta 10
a4tomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico gque tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,

en donde I, m y n son cada uno de manera independiente un
entero desde 1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,

en donde Z es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o
alquenilo lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
hej(erociclico aromatico ¢ heterociclico, y

en donde May representa un maitansinoide que tiene la cadena
lateral en C-3,'C-14 hidroximetilo, C-15-hidroxi, o ¢c-20 desmetilo.

Favor de reemplazar el parrafo no 66 con el siguiente
parrafo enmendado:

Las maitansinas adicionales preferidas también incluyen

compuestos representados por la formula (V):
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en donde Y representa

en donde Y representa (CR7Rs}{CRsRs)m(CR;3R4)\CR,R,82Z,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente H,
alquilo lineal, o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos .de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera
independiente H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10
atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,

en donde I, m y n son cada uno de manera independiente un

entero desde 1 hasta 5, y ademas puede n ser cero, y
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en donde Z es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o
alquenilo lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterociclico.

Favor de reemplazar el parrafo no 68 con el siguiente
parrafo enmendado:

Ademas las maitansinas preferidas incluyen también

compuestos representados por la féormula (VI-L), (VI-D, o (VI-D,L)

A N % /O /u\
May Yz May | 2 May T Ya
o ) O
(VI-L) (VI-D) (VI-D, L),

en donde Y, representa (CR;R;3)(CRsRs)m(CR3R4),CRR,SZ,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente H,
alquilo lineal, o alguenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno ‘de manera
independiente H. alquilo ¢ alguenilo lineal que tiende de 1 hasta 10
atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alguenilo

ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
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fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,

en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un
entero desde 1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,

en donde Z2 es H, SR, o COR en donde R es metilo, alquilo o
alquenilo lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de
carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterociclico, y

en donde May es un maitansinoide.

Favor de reemplazar el parrafo no 69 con el siguiente
parrafo énmendado:

Maitansinas édicionales preferidas incluyen compuestos

representados por la férmula (VII):

Hmw -

(VII),

en donde Y’ representa
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(CR7Rg){CRs=CR10)s(C=C)eA(CR5Rs)mDy(CR11=CR42){C=C):B{CR;3R4)N-CR,R,Z,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente
alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de
preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que
tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterociclico, y en donde R2 también
puede ser H,

en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-
10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, radical heterociclico
aromatico o heterociclico,

en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada
unc de manera independiente H, alquilo o alquenilo lineal que tiene
dé 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,

en dende |, m, n, o, p, q, F, s, t y u son cada uno, de manera
independiente cero o un entero desde 1 hasta 5, a condicién de que
dichos por lo menos dos deil, m,n,o,p,q,s, tyunosean cero ala
vez, y

en donde Z es H, SR, o0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo
lineal que tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o heterociclico

Favor de reemplazar el parrafo no. 70 con el siguiente

1
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parrafo enmendado:
Las modalidades preferidas de la féormula (VII) incluyen

compuestos de la féormula (VII), en donde R1 es metilo y R2 es H.

COMENTARIOS

En los parrafos 61 y 69, las definiciones de Y’ y Y2' han sido
enmendadas para corregir errores obvios. De manera especifica, al
grupo A se le ha dado el subindice “0” en vez de “r’, debido a que “r”
también es el subindice para el grupo (CR11=CR12). Ademas, el
enlace doble en los grupos alquilo se ha corregido para un triple
enlace.

En los parrafos 62 y 70, las definiciones de R1 y R2 se han
invertido, debido a que no hay base antecedente en las fofmulas (i)
o (IV) para que R1 sea H, en tanto que R2 puede ser H.

En los parrafos 60, 61, 63, 66, 68 y 69, la frase “radical
aromatico heterociclico o heterocicloalquilo” ha sido revisada para
leerse de manera mas correcta ‘radical aromatico heterociclico o
heterociclico”.

Se solicitan respetuosamente el registro y la consideracién de
esta Enmienda.

Respetuosamente presentada

SUGHRUE MION, PLLC Susan J. Mack

Teléfono: (202) 293-7060 No. de ~Registro 30,951

Facsimile: (202) 293-7860
OFICINA WASHINGTON

23373

NUMERO DE CLIENTE

Fecha: 13 de septiembre de 2007
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FORMULACIONES DE INMUNOCONJUGADO

Esta solicitud reclama el beneficio segun 35 U.S. C. §119(e) para las Solicitudes
Nos: 60/704,902 presentada el 3 de agosto de 2005; 60/707,162 presentada el 1 de
agosto de 2005; 60/746,454 presentada el 4 de mayo de 2006; y 60/746,456 presentada
el 4 de mayo de 2006, las descripciones de cada una de las cuales estan incorporadas

mediante referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere a métodos para la preparacién de formulaciones
estables de inmunoconjugados, que son compuestos farmacéuticos que estan
compuestos de un anticuerpo y una o varias moléculas enlazadas de manera covalente

de un farmaco.
[

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los inmunoconjugados son desarrollados como agentes altamente potentes y
especificos para el tratamiento de cancer y otras condiciones. Un inmunoconjugado esta
compuesto de un anticuerpo que reconoce de forma especifica un antigeno de célula de
objetivo, tal como un antigeno de célula tumoral, y una o varias moléculas enlazadas de
manera covalente de un farmaco, en particular un farmaco citotoxico tal como un
ﬁaitansinoide, un taxano, o un analogo CC-1065. Otro nombre utilizado para dichos
inmunoconjugados son los conjugados anticuerpo-farmaco. Los inmuncconjugados son
inactivos durante la circulacion aunque se unen a superficies de célula de objetivo, por lo
cual son internalizados por las células. A través de mecanismos aun no comprendidos en
su totalidad, los farmacos sin liberados de modo subsecuente desde el anticuerpo y
pueden ejercer su efecto farmacolégico.

El suministro dirigido de los farmacos citotéxicos a células de objetivo, tales como
las células que conforman el tejido canceroso, mejora potencialmente los indices
terapéuticos de los farmacos citotoxicos. De manera comun, los farmacos citotoxicos
utilizados como inmunoconjugados son 100 hasta 1000-veces mas potentes que los
fé_irr_na.cos de quimioterapia convencionales. Ejemplos de dichos inmunoconjugados se
describen en la Solicitudes Internacionales de Patente (PCT) Nos. WO 00/02587,
02/060955, y 02/092127; Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,475,092, 6,340,701, 6,171,586, 6,706,708 B2, y 6,756,397 B2; y Chari et al, Cancer
Res., 52, 127-131 (1992).

Los compuestos farmacéuticos tales como los inmunoconjugados por lo general
son combinados con uno 0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, excipientes, y/o

estabilizadores a fin de proporcionar una composicidon farmacéutica que permite la
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administracion a pacientes y el almacenamiento y transporte del compuesto farmacéutico.
Al igual que otros farmacéuticos de proteina, los inmunoconjugados estan propensos a la
degradacién tal como oxidacidn, desamidacion, asi como formacion de particula y
agregado, etc. (Manning et al., Pharm. Res. 6, 903-918 (1989); Ahern y Manning, Stability
of Protein Pharmaceuticals: Part A, Chemical y Physical pathways of Protein Degradation,
Plenum, New York, (1992); y Cleland et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. 10, 307-
377 (1993)).

La formacién de particular en los farmacéuticos de proteina, en particular, puede

desestabilizar los compuestos farmacéuticos, haciendo por lo tanto menos potente a la
formulacién o incluso peligrosa para uso clinico. Por ejemplo, las particulas en
formulaciones farmacéuticas inyectadas pueden ocasicnar lesion significativa a las venas
o venastasis prolongada en los pacientes can. Ademas, la formacidén de agregado es una
trayectoria de degradaciéon importante de los farmacéuticos de proteina (Chari et al,,
Pharm Res. 20, 1325-1336 (2003)), y puede conducir a efectos indeseables tales como la
inmunogenicidad.
\ La conjugacién de los farmacos, en especial de los farmacos citotdxicos, que con
fre_cuencia son pequefas moléculas hidrofébicas, para anticuerpos monoclonales
Hidrofilicos, introduce inestabilidad adicional a los inmunoconjugados. La resolucién de las
propiedades atribuibles al componente de anticuerpc de los inmunoconjugados es critica
para la generacién de formulaciones farmacéuticas liquidas o liofilizadas estables. Para
este proposito, WO 2004/004639 A2 y la Solicitud de Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 2004/0,241,174 Al describe composiciones de inmuncconjugados. Sin
embargo, estas composiciones no resuelven de forma adecuada la formacion de particula
y agregado en composiciones farmacéuticas de inmunoconjugados.

Po lo tanto, existe aun la necesidad de composiciones farmacéuticas de
inmunoconjugados gue, de modo adecuado, estan libres de particulas y/o agregados y
estan sustancialmente libres de particulas y/o agregados, y permanecen sustanciaimente
libres de particulas y/o agregados durante el almacenamiento y transporte.

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas de
inmunoconjugados que estan sustancialmente libres de particulas y/o agregados y evitan
la formacion de particulas y/o agregados durante el almacenamiento y/o transporte. Se
proporcionan también metodos para el uso de las composiciones farmacéuticas. Estas y
otras ventajas de la invencion, asi como caracteristicas inventivas adicionales, seran

evidentes a partir de las descripciones de la invencion proporcionada en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en el hallazgo de que se puede inhibir la formacién
de particula y agregado en composiciones farmacéuticas de inmunoconjugados a través

del uso de ciertos excipientes. Las formulaciones novedosas proporcionan mayo
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estabilidad y vidas en almacenamiento sustancialmente mas prolongadas para los
compuestos farmacéuticos y aseguran la proteccion del paciente.

Un aspectc de la presente invencidn proporciona una formulacién de
inmunoconjugado que estd sustancialmente libre de particulas, la formulacion de
inmunoconjugado que comprende: un inmunoconjugado y uno o mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que consta de: sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80,
ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol, manitol, cloruro de sodio, y un
aminoacido, en donde la formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene
un pH de 4.5 hasta 7.6.

Un segundo aspecto de la presente invencidn proporciona una formulaciéon de
inmunoconjugado que esta sustancialmente libre de agregados, la formulaciéon de
inmunoconjugado que comprende: un inmunoconjugado y uno o mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de
sodio, en donde la formulacion es una solucion acuosa regulada en su pH que tiene un
pH de 4.5 hasta 7.6.

La presente invencion proporciona ademas una formulacion de inmunoconjugado

que esta sustancialmente libre tantc de particulas como de agregados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona composiciones farmacéuticas estables de
inmunoconjugados que estan sustancialmente libres de particulas y/o agregados y
permanecen sustancialmente libres de particulas y/o agregados durante un periode
prolongado de almacenamiento y durante el transporte. La presente invencion se basa en
el hallazgo de que se puede inhibir la formacion de particula y/o agregado en las
composiciones farmacéuticas de inmunoconjugados a través de la utilizacion de ciertos
excipientes. Las formulaciones novedosas producen mayo estabilidad y vidas de
almacenamiento sustancialmente mas prolongadas para los compuestos farmacéuticos y
aseguran la proteccion del paciente.

Dichas formulaciones son preparadas por medio de la inclusion de un excipiente
gque inhibe o reduce la formacion de particulas visibles (mayores a 50 ym) y subvisibles
(mayores a 5 um). Como se utiliza en la presente, una composicién que se encuentra
“sustancialmente libre de particulas” pasara la prueba de US Pharmacopeia (USP) <788>,
la cual requiere que las particulas con un tamafo superior a 10 ym seran menores a 6000
conteos por recipiente y las particulas con un tamafio superior a 25 ym seran menores a
600 conteos por recipiente. Véase USP 28, Chapter 788 "Particulate Matter in Injections,”
2004, editado pod United States Pharmacopeia, Rockville, MD. Como se utiliza en la
presente, una composicién que se encuentra "sustancialmente libre de agregados "
permanecera libre de agregados durante el almacenamiento y transporte de manera que

el nivel de monémero inmunoconjugado permanece sobre 95% a través de la vida Gtil de
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Una vida de almacenamiento tipica opera las composiciones de inmunoconjugado
de la presente invencién es de aproximadamente 1 hasta 5 afos, de preferencia 1 a 4
anos, de mayo preferencia de 2 hasta 4 afios, a 4°C.

Una formulacién de inmunoconjugado de la invencion que esta sustancialmente
libre de particulas comprende un inmunoconjugadc y uno 0 mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que consta de sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80,
ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol, manito!, cloruro de sodio, y un amino
acido, en donde la formulacion es una solucion acuosa regutada en su pH que tiene a pH
de 4.5 hasta 7.6. La formulacion puede comprender uno 0 mas excipientes seleccionados
a partir del grupo que comprende: (i) 0.1-12% sacarosa, (ii) 0.005-1.0% polisorbato 20, (iii)
0.5-2% beta-ciclodextrina, (iv) 2-8% glicerol, (v) 1 -5% PEGB6000, (vi) 2-8% manitol, {vii)
0.005-1.0% polisorbato 80, (viii) ' 5-20 mM histidina, (ix) 100-300 mM glicina, y (x) 50-300
mM cloruro de sodio.

En ciertas modalidades preferidas, la formulacién de la invencion que esta
sustancialmente libre de particulas comprende de preferencia uno o mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que comprende: (i) 5-10% sacarosa; (i) 0.005-0.2 %
polisorbato 20; (iii) 0.5-1% beta-ciclodextrina; (iv) 2-5% glicerol; (v) 2-3% PEG6000; (vi) 3-
5% manitol; (vii) 0.005-0.2 % polisorbato 80; (viii) 10-15 mM histidina; (ix) 130-250 mM
glicina, y (x) 100-200 mM cloruro de sodio.

En modalidades preferidas la solucién acuosa regulada en su pH puede contener
uno o mas de histidina, succinato, citrato, fosfato, y acetato, y el pH es de preferencia
desde 5.0 hasta 7.0. El pH de |a formulacion es de mayo preferencia desde 5.0 hasta 6.0.

En ciertas modalidades de la invencion, el inmunoconjugado de la formulaciéon
comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo que comprende
huMyS-6, huC242, huNS01, DS6, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab;
y/o el inmunoconjugado comprende un farmaco citotdxico seleccionado a partir del grupo
que comprende un maitansinoide, un taxanc, y un CC-1065. La concentraciéon de
inmunoconjugado en la formulacién de la invencion puede variar desde aproximadamente
0.5 hasta 20.0 mg por ml. De preferencia, la concentracién de inmunoconjugado es 0.5
hasta 10 nig por ml.

Una formulacién de inmunoconjugado de la invencidon que esta sustancialmente
libre de agregados comprende: un inmunoconjugado; y uno © mas excipientes
seleccionados a partir del grupo que comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de
sodio, en donde la formulacion es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un
pH de 4.5 hasta 7.6. De preferencia, la formulacion de inmunoconjugado comprende uno
0 mas excipientes seleccionados a partir de 5-200 mM histidina, 100-200 mM glicina, y 2-
8% sacarosa.

En ciertas modalidades preferidas, tos excipientes son 5-100 mM histidina o 100-

150 mM glicina, o la formulacidén contiene 2-8% sacarosa y 100-150 mM glicina. En otras
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modalidades preferidas, la formulacion contiene 10 mM histidina, 5% sacarosa y 130 mM
glicina.

En modalidades preferidas la soluciéon acuosa regulada en su pH puede contener
uno o mas de histidina, succinato, citrato, fosfato, y acetato, y el pH es de preferencia
desde 5.0 hasta 7.0. El pH de la formulacidén es de mayo preferencia desde 5.0 hasta 6.0.

En otro aspecto de la invencidn, la formulacién que esta sustancialmente libre de
agregados comprende ademas polisorbato 20 y/o polisorbato 80, de manera que la
formulacién también esta sustancialmente libre de particulas.

En ciertas modalidades de la invencion, el inmunoconjugado de la formulacién
comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo que comprende
huMy9-6, huC242, huN3801, DS6, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab;
y/o el inmunoconjugado comprende un farmaco citotéxico seleccionados a partir del grupo
que comprende a maitansinoide, a. taxano, y un CC-1065. La concentracién de
inmunoconjugado en la formulacidn de la invencion puede variar desde aproximadamente
0.5 hasta 20.0 rhg por ml. De preferencia, la concentraciéon de inmunoconjugado es de 0.5
hasta 10 mg por ml. .

En ciertas modalidades preferidas de la invencién, la formulacion de
inmunoconjugado esta sustancialmente libre tanto de agregados y particulas. Por
ejemplo, la presente invencién proporciona una formulacion de inmunoconjugado que
consiste esencialmente de: huN901-DMI inmunoconjugado a una concentracion desde
0.5-10 mg/ml; 5-15 mM histidina y/o 5-15 mM succinato; 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300
mM glicina; 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde la
formulacion es una solucion acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6. De
manera opcional se pueden agregar ingredientes adicionales en tanto que la formulacién
permanezca sustancialmente libre tanto de agregados como de particulas.

En otro ejemplo, una formulacién de inmunoconjugado consiste esencialmente de:
(a) huC242-DM4 inmunoconjugado a una concentracién desde 0.5-10 mg/ml; 5-15 mM
histidina; 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina; 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o
0.005-0.2% polisorbato 20; en donde la formulaciéon es una solucién acuosa regulada en
su pH que tiene un pH desde 5-6. De manera opcional se pueden agregar ingredientes
adicionales en tanto que la formulacidn permanezca sustancialmente libre tanto de
agregados como de particulas.

De modo general, los excipientes adecuados que se pueden utilizar en conjuncion
con la presente invencion se pueden seleccionar a partir de una variedad de categorias,
incluyendo pero sin limitarse a sales inorganicas, acidos organicos, sacaridos, amino
acidos, polisorbatos, polietilen glicol y combinacicnes de los mismos. Los excipientes
preferidos son seleccionados a partir del grupo que comprende sales inorganicas, acidos
carboxilicos inorganicos, sacaridos, amino acidos, polisorbatos, polietilen glicol,
albuminas, glicerol, y combinaciones de los mismos.

Ejemplos de sales inorganicas adecuadas incluyen pero no se limitan a cloruro de
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sodio, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, cloruro de magnesio, suifato de sodio, y
combinaciones de los mismos. El cloruro de sodio es un excipiente preferido para uso en
la presente invencion.

Ejemplos de acidos carboxilicos organicos adecuados incluyen, pero no se limitan
a, acido tartarico (el cual incluye acido tartaricc racémico, acido D-tartarico y acido L-
tartarico) acido maléico, acido acético, acido citrico, acido succinico, acido glucurénico y
combinaciones de los mismos. "Acido” como se utiliza en la presente se refiere al acido y
un hidrato y sales del mismo, es decir, citratos y succinatos. El acido succinico es un
excipiente preferido para uso en la presente invencion.

Ejemplos de sacaridos apropiados incluyen pero no se limitan a, sacarosa,
trehalosa, dextrosa, manitol, ciclodextrina y combinaciones de los mismos. Sacarosa y
ciclodextrina son excipientes preferidos para uso en la presente invencién.

Ejemplos de amino acidos adecuados incluyen pero no se limitan a, histidina,
glicina, lisina, arginina y combinaciones de los mismos. La histidina y la glicina son
excipientes preferidos para uso en la presente invencion.

Ejemplos de albuminas adecuadas incluyen albumina de suero humano.

Los ejemplos de polietilen glicoles apropiados son los polietilen glicoles con un
peso molecular de aproximadamente 200 hasta 20,000 Da. Los polietilen glicoles
preferidos son PEG 4000, PEG 5000, PEG 6000, PEG 8000, y PEG 10000.

Los ejemplos de polisorbatos adecuados son polisorbato 20 (TWEEN-20™) y
polisorbato 80.

Los ejemplos de ciclodextrinas apropiadas son alfa-, beta-, y gama-ciclodextrina.

A partir de las ensefianzas de esta invencién, alguien con experiencia en la técnica
puede determinar con facilidad los excipientes que proporcionarian mejo una formulacién
que esté sustancialmente libre de particulas y/o agregados, dada una solucién de
inmunoconjugado particular.

De preferencia, la tonicidad de la formulacion de inmunoconjugado es
aproximadamente aquella de la sangre humana (es decir, isotonica).

Los ejemplos de agentes de tonicificacion adecuados son sales, amino acidos, y
azUcares. Las sales preferibles incluyen sales de sodio monovalentes. Los amino acidos
preferibles incluyen histidina, glicina, lisina y arginina. La mas preferida es la glicina. Los
azucares preferibles incluyen monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos lineales, y
oligosacaridos ciclicos. Una disacarido preferido es la sacarcsa. Cantidades apropiadas
de sales, sacaridos, y/o amino acidos pueden ser agregadas a la formulaciéon de la
invencién para obtener una tonicidad deseable.

Los compuestos farmacéuticos son un inmunoconjugado compuesto de un
anticuerpo que reconoce de manera especifica un antigeno de célula de objetivo y una o
varias moléculas covalentemente enlazadas de un farmaco citotéxico, tal como un
maitansinoide, un taxanc, o un analogo CC-10865.

El anticuerpo puede ser especifico para cualquier clase de celula, aunque por lo
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general las células de objetivo que van a ser destruidas, tales como las células tumorales
(en particular células de tumo sélido), células infectadas por virus, células infectadas por -
microorganismo, ceélulas infectadas por parasito, células autoinmunes (células que
producen autoanticuerpos), células activadas (aquellas involucradas en rechazo de injerto
o enfermedad injerto vs. huésped), o cualquier otro tipo de células enfermas o anormales.

Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase actualmente conocida, ¢ que se
llegue a conocer, y pueden incluir cualquier inmunoglobulina, cualquier fragmento de
inmunoglobulina, tal como diacuerpos y triacuerpos Fab, F(ab'),, dsFv, sFv, o quimera
inmunoglobulina, que puede unirse a un antigeno en la superficie de una célula (por
ejemplo, que contiene una region que determina la complementacion (CDR)). Se puede
utilizar cualquier anticuerpo adecuado como el agente de enlace celular. Alguien con
experiencia en la técnica apreciara que la seleccion de un anticuerpo adecuado
dependera de la poblacién celular a la que se dirige. A este respecto, el tipo y numero de
moléculas de superficie celular (es decir, antigenos) que son expresadas en una
poblacién celular particular (de manera comun y preferible una poblacién celular enferma)
controlaran la sefeccion de un anticuerpo apropiado para uso en la composicién de la
invencian. Los perfiles de expresion de superficie celular son conocidos para una amplia
variedad de tipos de célula, incluyendo tipos de células tumorales, ¢ si se desconocen, se
pueden determinar utilizando técnicas rutinarias de biologia molecular e histoquimica.

El anticuerpo puede ser policlonal 0 monoclional, aunque de mayor preferencia es
un anticuerpo monoclonal. Como se usa en la presente, anticuerpos "policlonales" se
refiere a poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo, contenidas de manera
comun en el suero de animales inmunizadcs. Anticuerpos "monoclonales" se refiere a
poblaciones homogéneas de moiéculas de anticuerpo que son especificas para un
antigeno particular. Los anticuerpos monoclonales son producidos de modo comun por
medio de un clon individual de linfocitos B ("células B"). Los anticuerpos moncclonales se
pueden obtener empleando una variedad de técnicas conocidas por aquellos con
experiencia en la técnica, incluyendo la tecnologia de hibridoma estandar (véase, por
ejemplo, Kohler y Milstein, Eur. J. Immunol., 5. 511-519 (1976), Harlow y Lane (eds.),
Antibodies: A Laboratory Manual, CSH Press (1988), y CA. Janeway et al. (eds),
Immunobiology, 5th Ed., Garland Publishing, New York, NY (2001)). En resumen, el
método de hibridoma para producir anticuerpos monoclonales implica cominmente
inyectar un antigeno (es decir un “inmunogen”’) a cualquier animal adecuado, por lo
general y de preferencia un ratdén. De modo subsecuente, el animal es sacrificado y las
células B aisladas de su bazo se fusionan con células de mieloma humano. Se produce
una célula hibrida (es decir, un "hibridoma"), que prolifera de manera indefinida y secreta
de modo continuo altos niveles de un anticuerpo con la especificidad deseada in vitro. Se
puede utilizar cualquier método apropiado conocido en la técnica para identificar células
de hibridoma que produce un anticuerpo con la especificidad deseada. Dichos métodos

incluyen, por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente enzima-enlazado (ELISA), analisis de
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tincion Western, y radioinmunoensayo. La poblacién de hibridomas es tamizada para
aislar clones individuales, cada uno de los cuales secreta una especie de anticuerpo
individual para el antigeno. Debido a que cada hidridoma es un clon derivado a partir de
fusién con una célula B individual, todas las moléculas de anticuerpo que ella produce son
idénticas en estructura, incluyendo su sitio de enlace de antigeno e isotipo. Los
anticuerpos monoclonales también pueden ser generados utilizando otras técnicas
adecuadas que incluyen tecnologia EBV-hibridoma (véase, por ejemplo, Haskard y
Archer, J. Immunol. Methods, 74(2): 361-67 (1984), y Roder et al., Methods Enzymol, 121:
140-67 (1986)), sistemas de expresion de vector bacteriéfago (véase por ejemplo, Huse et
al., Science, 246 1275-81 (1989)), o biblictecas de exhibicion de fago que comprenden
fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y scFv (regién variable de cadena individual)
(véase por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,885,793 y
5,969,108, y Solicitudes de Patente Internacional WO 92/01,047 y WO 99/06,587).

" El anticuerpo monoclona! puede ser aislado a partir de ¢ producido a partir de
cualquier animal adecuado, aunque de preferencia es producido en un mamifero, de
mayor preferencia un ratén o un ser humano, y de mayor preferencia un humano. Los
métodos para producir un anticuerpo en ratones son bien conocidos por aquellos con
experiencia en la técnica y se describen en la presente. Con respecto a los anticuerpos
humanos, alguien con experiencia en la técnica apreciara que los anticuerpos policlonales
pueden ser aislados a partir del suero de humanos vacunados o inmunizados con un
antigeno apropiado. De manera alternativa, los anticuerpos humanos pueden ser
generados a través de la adaptacion de técnicas conocidas para producir anticuerpos
humanos en animales no humanos tales como ratones (véase, por ejemplo, Patentes de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,545,806, 5,569,825, y 5,714,352, y
Publicacion de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2002/0,197,266 A1).

En tanto que son la eleccion ideal para aplicaciones terapéuticas en humanos, Ids
anticuerpos humanos, en particular los anticuerpos humanos monoclonales, comunmente
son mas dificiles de generar que los anticuerpos monoclonales de ratén. Sin embargo, los
anticuerpos monoclonales de ratén, inducen una rapida respuesta de anticuerpo huésped
cuando son administrados a humanos, lo cual puede reducir el potencial terapéutico o de
diagnéstico del conjugado anticuerpo-farmaco. Para superar estas complicaciones, de
preferencia un anticuerpo monoclonal de preferencia no es reconocido como "extrafio" por
el sistema inmune humano.

Para este fin, se puede utilizar la exhibicién de fago para generar el anticuerpo. A
este respecto, las bibliotecas de fago que codifican dominios de anticuerpo variables (V)
de enlace a antigeno se pueden generar utilizando técnicas estandar de biologia
molecular y ADN recombinante (véase, por ejemplo, Sambrook et al. (eds.), Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring Harbo Laboratory Press, New
York (2001)). Se selecciona la codificacion de fago de una region variable con la

especificidad deseada para enlace especifico al antigeno deseado, y se reconstituye un
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anticuerpo humano completo que comprende el dominio variable seleccionado. Las
secuencias de acido nucleico que codifican el anticuerpo reconstituido son introducidas en
una linea celular adecuada, tal como una célula de mieloma empleada para la produccion
de hibridoma, de manera que los anticuerpos humanos que tienen las caracteristicas de

los anticuerpos monoclonales son secretados por {a célula (véase, por gjemplo, Janeway

et al,, supra, Huse et al.,, supra, y Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.

6,265,150). De manera alternativa, los anticuerpos monoclonales pueden ser generados a
partir de ratones que son transgénicos para genes de inmunoglobulina de cadena pesada
y ligera humana especifica. Dichos métodos son conocidos en la técnica y se describen
por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,545,806 y
5,569,825, y Janeway et al., supra.

De mayor preferencia, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. Como se utiliza
en la presente, un anticuerpo "humanizado" es uno en el cual las regiones que
determinan el complemento (CDR) de un anticuerpo monoclonal de ratén, el cual forma
los ciclos de enlace de antigeno del anticuerpo, son injertadas en la estructura en la
estructura de una molécula de anticuerpo humano. Debido a la similitud de las estructuras
de los anticuerpos de ratdn y humanos, se acepta en la técnica de forma general que este
enfoque produce un anticuerpo monoclonal que es antigénicamente idéntico a un
anticuerpo humano aunque se enlaza al mismo antigeno que el anticuerpo monoclonal de
ratdn a partir del cual se derivaron las secuencias CDR. Los métodos para generar
anticuerpos humanizados son bien conacidos en la técnica y se describen en detalle, por
ejemplo, en Janeway et al., supra, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,225,539, 5,585,089 y 5,693,761, Patente Europea No. 0,239,400 B1, y Patente del
Reino Unido No. 2,188,638. Los anticuerpos humanizados también pueden ser generados
utilizando la tecnologia de recubrimiento de anticuerpo descrita en la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 5,639,641 y Pedersen et al., J. Mol. Biol., 235: 959-
973 (1994). En tanto que el anticuerpo empleado en el inmunoconjugado de la
composicidon de la invencion es, de mayor preferencia, un anticuerpo monoclonal
humanizado, un anticuerpo monoclonal humano y un anticuerpo monoclonal de raton,
como se describid antes, también esta dentro del alcance de |a invencion.

Los fragmentos de anticuerpo que tienen por lo menos un sitio de enlace de
antigen, y reconocen por tantc y se enlazan a por lo menos un antigeno o receptor
presente en la superficie de una célula de objetivo, se encuentran también dentro de!
alcance de la invencién. A este respecto, la divisién proteolitica de una molécula de
anticuerpo intacta puede producir una variedad de fragmentos de anticuerpo que
mantienen la habilidad para reconocer y enlazar antigenos. Por ejemplo, la digestién
imitada de una molécula de anticuerpo con la proteasa papaina comunmente produce
tres fragmentos, dos de los cuales son idénticos y son referidos como los fragmentos Fab,
ya que mantienen la actividad de eniace de antigeno de la molécula de anticuerpo padre.

La divisidbn de una molécula de anticuerpo con la enzima pepsina produce de manera
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normal dos fragmentos de anticuerpo, uno de los cuales retiene ambos segmentos de
enlace de antigeno de la molécula de anticuerpo, y por tanto es referido como el
fragmento F(ab')2. 'La reduccion de un fragmento F(ab'), con ditiotreitol o
mercaptoetilamina produce un fragmento referido como un fragmento Fab'. Un fragmento
de anticuerpo de region variable de cadena simple (sFv), que consta de un fragmento Fab
truncado que comprende el dominic variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo
enlazado a un dominio V de una cadena de anticuerpo ligera a través de un péptido
sintético, se puede generar utilizando técnicas rutinarias de ADN recombinante (véase por
ejemplo, Janeway et al., supra). De manera similar, los fragmentos de regién variable
disulfuro-estabilizados (dsFv) se pueden preparar a través de tecnologia de ADN
recombinante (véase por ejemplo, Reiter et al., Protein Engineering, 7: 697-704 (1994)).
Sin embargo, los fragmentos de anticuerpo en el contexto de la invencidén, no estan
limitados a estos tipos ilustrativos de fragmentos de anticuerpo. Se puede emplear
cualquier fragmento de anticuerpo adecuado que reconoce y se enlaza a un receptor de
superficie celular o antigeno deseado. Los fragmentos de anticuerpo se describen de
manera adicional, por ejemplo, en Parham, J. Immunol, 131; 2895-2902 (1983), Spring et
al., J. Immunol, 113: 470-478 (1974), y Nisonoff et al., Arch. Biochem. Biophys., 89: 230-
244 (1960). El enlace anticuerpo-antigeno se puede ensayar utilizando cualquier método
adecuado conocido en la técnica, como por ejemplo, radicinmunoensayo {RIA), ELISA,
tincién Western,‘inmunoprecipitacién, y ensayos de inhibicién competitiva (véase, por
ejemplo, Janeway et al., supra, y Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 2002/0,197,266 A1).

Ademas, el anticuerpo puede ser un anticuerpo quimeérico o un fragmento que
enlaza antigeno del mismo. Por "quimérico" se representa que el anticuerpo comprende
por lo menos dos inmunoglobulinas, o fragmentos de las mismas, obtenidos o derivadeos a
partir de por lo menos dos especies diferentes (por ejemplo, dos inmunoglobulinas
diferentes, tales como una regidén constante de inmunoglobulina humana combinada con
una variable de inmunoglobulina de muring). El anticuerpo también puede ser un
anticuerpo de dominio (dAb) o un fragmento de enlace de antigeno del mismo, como por

ejemplo, un anticuerpo de camélido (véase, por ejemplo, Desmyter et al., Nature Struct.

Biol, 3: 752, (1996)), o un anticuerpo de tiburén, como por ejemplo, un nuevo receptor de*

antigeno (IgNAR) (véase, por ejemplo, Greenberg et al., Nature, 374; 168 (1995), vy
Stanfield et al., Science, 305: 1770-1773 (2004)).

Es posible utilizar cualquier anticuerpo adecuado en el contexto de la invencion.
Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal J5 es un anticuerpo 1gG2a de murino que es
especifico para el Antigeno de Leucemia Linfoblastica Aguda Comun (CALLA)} (Ritz et al.,
Nature, 283: 583-585 (1980)), y puede ser utilizado para células de objetivo que expresan
CALLA (por ejemplo, células de leucemia linfoblastica aguda). El anticuerpo monoclonal
MY9 es un anticuerpo IgGl de murino que se enlaza de manera especifica al antigeno

CD33 (Griffin et al., Leukemia Res., 8: 521 (1984)), y puede ser empleado para células de
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objetivo que expresan CD33 (por ejemplo, células de leucemia mielogénioca aguda
(AML)).

De manera similar, el anticuerpo monoclonal anti-B4 (referido también como B4)
es un anticuerpo 1gGl de murino que se enlaza al antigeno CD19 en las células B (Nadler
et al., J. Immunol, 131: 244-250 (1983}), y se pueden usar para células B de objetivo o
células enfermas que expresan CD 19 (por ejemplo, células de linfoma no-Hodgkin y
células de leucemia linfoblastica crénica). N901 es un anticuerpo monoclonal de murino
que se enlaza al antigeno CD56 (molécula de adhesién celular neural} encontrado en las
células de origen neuroenddcrino, que incluyen pequefia célula de tumor pulmonar, las
cuales pueden ser utilizadas en el inmunoconjugado para farmacos de objetivo para
células de origen neuroenddcrino. De manera preferible, los anticuerpos J5, MY9, y B4
son recubiertos 0 humanizados antes de su uso como parte del inmunoconjugado. El
recubrimiento o humanizacién de los anticuerpos se deséribe, por ejemplo, en Roguska et
al., Proc. Natl. Acad. ScL USA, 91: 969-73 (1994).

Ademas, el anticuerpo monoclonal C242 enlaza al antigen CanAg (véase por
ejemplo, Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,552,293), y se puede
utilizar para dirigir el inmunoconjugado hacia tumores que expresan CanAg, tales como
canceres colorectal, pancreatico, pulmonar de célula no pequefa y gastrico. HuC242 es
una forma humanizada del anticuerpo monoclonal C242 (véase, por ejempio, Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,552,293). El hibridoma a partir del cual se
produce HuC242 es depositado con ECACC numero de identificacion 90012601. HuC242
se puede preparar utilizando metodologia de injerto CDR (véase, por ejemplo, Patente de
los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,585,089, 5,693,761, y 5,693,762) o
tecnologia de recubrimiento (véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 5,639,641). Se puede utilizar para dirigir el inmunoconjugado hacia
células tumorales que expresan el antigeno CanAg, tales como, por ejemplo, células de
cancer colorectal, pancreatico, pulmonar de célula no pequefia y gastrico.

Para dirigirse a células de cancer de ovario y de cancer de prostata, se puede usar
un anticuerpo anti-MUCI como el agente de enlace celular en el inmunoconjugado. Los
anticuerpos anti-MUCI incluyen, por ejemplo, anti-HMFG-2 (véase, por ejemplo, Taylor-
Papadimitriou et al., Int. J. Cancer, 28: 17-21 (1981)), hCTMOI (véase, por ejemplo, van
Hof et al., Cancer Res., 56: 5179-5185 (1996)), y DS6. Las células de cancer prostatico
también pueden ser apuntadas con el inmunoconjugado al utilizar un antigeno de
membrana anti-prostata-especifica (PSMA) como el agente de enlace celular, tal como
J591 (véase, por ejemplo, Liv et al.,, Cancer Res., 57. 3629-3634 (1997)). Ademas, las
células de cancer que expresan el antigeno Her2, tales como canceres de mama,
prostata y ovarios, pueden ser apuntadas utilizando el anticuerpo trastuzumab. Los
anticuerpos anti-IGF-IR que se enlazan al receptor de factor de crecimiento similar a
insulina tambien pueden ser utilizados en el inmunoconjugado.

Los anticuerpos particularmente preferidos son anticuerpos monoclonales
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humanizados, los ejemplos de los cuales incluyen huN901, huMy9-6, huB4, huC242, DS6,
trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituximab (véase, por ejemplo, Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,639,641 y 5,665,357; Publicacion de Solicitud
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2005-0118183 A1, Solicitud de
Patente Internacional WO 02/16,401, Pedersen et al., supra, Roguska et al., supra, Liu et
al., supra, Nadler et al., supra, Colomer et al., Cancer Invest., 19: 49-56 (2001), Heider et
si., Eur. J. Cancer, 31A: 2385-2391 (1995), Welt et al., J. Clin. Oncol, 12: 1193-1203
(1994), y Maloney et al., Blood, 90: 2188-2195 (1997)). De mayor preferencia, el
anticuerpo es el anticuerpo monoclonal humanizado huN901 o el anticuerpo monoclonal
humanizado huMy9-6. Otros anticuerpos monoclonales humanizados son conocidos en la
técnica y se pueden utilizar en conexién con la invencién.

El inmunoconjugado puede comprender cualquier farmaco comprende cualquier
farmaco adecuado, de manera comun un agente citotéxico. Un "agente citotdxico," como
se utiliza en |la presente, se refiere a cualquier compuesto que resulta en la muerte de una

célula, induce la muerte celular, o disminuye ia viabilidad celular. Los agentes citotéxicos

adecuadas incluyen, por ejemplo, maitansinoides y analogos de maitansinoide, taxoides, -

CC-1065 y analogos CC-1065, y dolastatina y analogos de dolastatina. En una modalidad
preferida de la invencidon, el agente citotdxico es un 'maitansinoide, que incluye
maitansinol y analogos de maitansinol. Maitansinoides son compuestos que inhiben la
formacion de microtubulo y son altamente téxicos para las células de mamiferos.
Ejemplos de analogos de maitansinol adecuades incluyen aquellos que tienen un anillo
aromatico modificado y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones. Dichos
maitansinoides estan descritos por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 4,256,746, 4,294,757, 4,307,016, 4,313,946, 4,315,929, 4,322,348,
4,331,598, 4,361,650, 4,362,663, 4,364,866, 4,424,219, 4,371,533, 4,450,254, 5,475,092,
5,585,499, 5,846,545, y 6,333,410.

Ejemplos de analogos de maitansinol que tienen un anillo aromatico modificado
incluyen: (1) C 19-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,256,746) (preparado mediante reduccién LAH de ansamitocina P2), (2) C-20-hidroxi (o
C-20-demetilo) +/-C- 19-decloro (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,361,650 y 4,307,016) (preparados mediante desmetilacion utilizando Streptomyces o
Actinomyces o desclorinacion utitizando LAH), y (3) C-20-demetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR),
+/-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,294,757) (preparado
mediante acilacion utilizando cloruros de acilo).

Ejemplos de analogos de maitansinol que tiene modificaciones de posiciones
diferentes a aquellas de un anillo aromatico incluyen: (1) C-9-SH (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,424,219) (prepafado mediante la reaccién de maitansinol
con H,;S o P;Ss), (2) C-14-alcoximetilo (demetoxi/CH,OR) (Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica No. 4,331,598), (3) C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH,OH o
CH,0Ac) (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparado a
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partir de Nocardid), (4) C-15- hidroxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,364,866) (preparado mediante la conversion de maitansinol a través
de Streptomyces), (5) C-15-metoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,313,946 y 4,315,929) (aislado a partir de Trewia nudiflora), (6) C-18-N-demetilo
(Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,362,663 y 4,322,348)
(preparado mediante la desmetilacion de maitansinol por medio de Streptomyces), y(7)
4 5-deoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,371,533) (preparado
mediante la reduccién con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

i En una modalidad preferida de la invencién, el inmunoconjugado utiliza el
hﬁa{j@ansinoide que contiene tiol DMI, también conocido comec NZ2'-deacetil-N2'-(3-
rperg:apto-l-oxopropiI)-maitansina, como el agente citotoxico. La estructura de DMI esta

representada por ta formula (1):
a0 -

(e

e

M

En otra modalidad preferida de la invencion, el inmunoconjugado utiliza el
maitansinoide que contiene tiol DM4, conocido también como N-2'-deacetil-N-2'-(4-metil-
4-mercapto-l-oxopentil)-maitansina, como el agente citotdxico. La estructura de DM4 esta

representada por la formula (11):

M N—= Q

.f . L
H

Me
Se pueden utilizar otras maitansinas en el contexto de la invencién, incluyendo por

ejemplo, maitansinoides que contienen tiol y disulfuro que poseen una sustitucién mono- o
di-alquilo en el atomo de carbono que tiene el atomo de azufre. Se prefiere de manera
particular un maitansinoide que tiene en la posicién C3, la funcionalidad C14hidroximetilo,
el C15 hidroxi, o el C20 desmetilo, una cadena lateral de amino acido acilatado con un
grupo acilo que tiene un grupo sulfhidrilo impedido, en donde el atomo de carbono del
grupo acilc que tiene la funcionalidad tiol posee uno o dos sustituyentes, los sustituyentes
que son CH3, C2H5, alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de

carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
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fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico, y en donde ademas uno
de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena
lineal de por lo menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el atomo
de azufre.

Las maitansinas adicionales para uso en el contextoc de la invencion incluyen

compuestos representados por la férmula (lll):

en donde Y’ representa ‘
(CR7Re)I(CRs=CR1p)p(C=C)qAs(CRsRs)mDL(CR14=CR2){(C=C)B{CR3R)N-CRR,Z,
en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente alquilo o algquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o alguenilo
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterociclico, y en donde R2 también puede ser H,
en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 atomos de
carbono, arilo simple o sustituido, radical heterociclico aromatico o heterociclico,
en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada uno de
manera independiente H, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
de preferencia CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta
10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,
endonde |, m,n, 0, p,q, T, 8, tyuson cada uno, de manera independiente
cero o un entero desde 1 hasta 5, a condicion de que dichos por lo menos dos de |, m, n,
o,p,q s tyunoseanceroalavez vy
en donde Z es H, SR, o COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene
de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterociclico.
_ Las modalidades preferidas de la férmula Il incluyen compuestos de la formula
(1) en donde (a) R1 es metilo, R2es Hy Z es H, (b) R1 y R2 son metiloy Z es H, (c) R1
es metilo, R2Zes Hy Z es =SCH3, y (d) R1 y R2 son metilo y Z es -SCH3.
Dichas maitansinas incluyen también compuestos representados por la formula
(IV-L), (IV-D, o (IV-D,L)
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en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente H, alquilo lineal,
o alquenilc que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, RB, R7 y R8 son cada uno de manera independiente
H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,

en donde Z es H, SR, c COR en donde R es metilo, alquilo o alquenjlo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterociclico,‘ y
i_a" ‘ en donde May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en
C3 C-14 hidroximetilo, C-15-hidroxi, o ¢c-20 desmetilo.
‘ Las modalidades preferidas de las féormulas (IV-L), (IV-D) y (IV-DsL) incluyen
compuestos de las formulas (IV-L), (W-D) y (W-D ,L) en donde (a) R, es H, R, es metilo,

Rs, Rg, Ry, Yy RgsoncadaunoH lymsoncadaunal, nesQ yZesH, ()R y
Rz son metilo, Rs, Rs, R7, Rs soncadaunoH,1ymare1,nes0,yZesH, (c)RyesH, R;
es metilo, Rs, Rg, R7, y Rg son cadauno H, 1ymsoncadauno 1, nes 0,y Zes -SCH3, 0
_(d) R1 ¥y Rz son metilo, Rs, Rg, Ry, Rgson cadaunoH, 1ymson 1, nes 0,y Zes-SCH,.
: De preferencia el agente citotoxico esta representado por la formula (IV-L).
Las maitansinas adicionales preferidas también incluyen compuestos

répresentados por la férmula (V):
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en donde Y representa

en donde Y representa (CR;Rg)(CRsRs)m(CR3R4).CR1R:SZ,

en donde R1 y R2 son ¢cada uno de manera independiente H, alquilo lineal,
o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5,
alquilo ¢ alguenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, RB, R7 y R8 son cada unc de manera independiente
H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2H5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde
1 hasta 5, y ademas puede n ser cero, y

en donde Z es H, SR, o0 COR en donde R es metilo, alquilo o alquenilo
iiheal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbeno, alquilo o alguenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterociclico.

Las modalidades preferidas de la formula (V) incluyen compuestos de la férmula
(V) en donde (a) R, es H, R, es metilo, Rs, R, R7, ¥y Rg son cada uno H; | y m son cada
uno 1; nes 0; y Zes H, (b) Ry y R, son metilo; Rs, Rs, Ry, Rg son cada uno H, | y m son 1;
nes 0,y ZesH, (c) Ry es H, R; es metilo, Rs, R, R7, ¥ Rg son cada uno H, 1 y m son
cadauno1,nes0,yZes-SCHs, o (d) Ry y Ry son metilo, Rs, Rg, R7, Rg son cada uno H, |
ymson1,nes0,yZes-SCHs.
Ademas las maitansinas preferidas incluyen también compuestos representados

por la férmula (VI-L), (VI-D, o (VI-D,L)

My, g 7 n,c_{ﬁ j
May” j]/{ Y2 May” \|| \”'JL Yi o May” \[{ ;\[
0

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

en donde Y, representa (CR7Rg)(CRsRs)m(CR3R4)\CR1R2SZ,

en donde R1 y R2 son cada uno de manera independiente H, alquilo lineal,
o alquenilo que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2H5,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde R3, R4, R5, R6, R7 y R8 son cada uno de manera independiente
H. alquilo o alquenilo lineal que tiende de 1 hasta 10 atomos de carbono, de preferencia
CH3 o C2Hb5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterociclico,

en donde |, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde

<Y
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1 hasta 5, y ademas n puede ser cero,
en donde Z2 es H, SR, o0 COR en donde R es metile, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenile
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterociclico, y
en donde May es un maitansinocide.
Maitansinas adicionales preferidas incluyen compuestos representados por la

férmula (VII): 0
o\r'/i\N’JI\YQ'

a9 |
- oAy
N Sy

v}
= \/ﬁ/ N(&O
OH
Fe

Vi,

en donde Y’ representa
(CR7Re)(CRy=CR10)p(C=C)qAc(CRsRe)mDL(CR11=CR12)/(C=C)sB(CR3R4)N-CR1R2Z,
en donde R1 y R2 son cada unc de manera independiente alquilo o alquenilo lineal
que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, de preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o alquenile
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico o heterociclico, y en donde R2 también puede ser H,
en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 atomos de
carbono, arilo simple o sustituido, radical heterociclico aromatico o heterociclico,
en donde R3,R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11 y R12 son cada uno de
manera independiente H, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1 a 10 atomos de carbono,
de preferencia CH3 o C2HS5, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 hasta
10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituidc o radical heterociclico aromatico o
heterociclico,
endonde |, m, n, o0, p, q,r s, tyuson cada uno, de manera independiente
cero ¢ un enterc desde 1 hasta 5, a condicién de que dichos por lo menos dos de |, m, n,
0,p,q, s, tyunoseanceroalavez,y
| en donde Z es H, SR, o COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que
tiene de 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene
de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido o radical heterociclico
aromatico o heterociclico.
Las modalidades preferidas de la formula (V1) incluyen compuestos de la férmula
{VIl), en donde R1 es metilo y R2 es H.
Ademas de los maitansinoides, el agente citotéxico usado en el inmunoconjugado

puede ser un taxano o derivado del mismo. Los taxanos son una familia de compuestos
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que incluye paclitaxel (Taxol®), un producto natural citotdxico, y docetaxel (Taxotere®),
un derivado semi-sintético, los cuales son ampliamente utilizados en el tratamiento del
cancer. Los taxanos son venenos de eje mitdtico que inhiben ja despolimerizacion de
tubulina, dando como resultado la muerte de la celula. En tanto que docetaxel y paclitaxel
son agentes utiles en el tratamiento del cancer, su actividad antitumoral es limitada debido
a su toxicidad no especifica hacia las células normales. Ademas, los compuestos como
paclitaxel y docetaxel no son suficientemente potentes para ser utilizados en
inmunoconjugados.

Un taxano preferido para uso en la preparacion de un inmunoconjugado citotdxico

es el taxano de la férmula (VIII):

| 0
0 S8 QA fooH
>LoJL;:_m 0
b Bu 0“ OH 2 QOACO
(o]

' (VI
Los métodos para sintetizar taxanos gue se pueden utilizar en el contexto de la

invencion, junto con los métodos para conjugar taxanos para agentes de enlace celular
tales como anticuerpos, se describen en detalle en las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 5,416,064, 5475092, 6,340,701, 6,372,738, 6,436,931, 6,596,757,
6,706,708, y 6,716,821, y en la Publicacién de Solicitud de Patente de los Estadcs Unidos
de Norteamérica No. 2004/0,024,049 A1.

El agente citotdxico también puede ser CC-1065 o un derivado del mismo.

CC-1065 es un potente antibiético anti-tumoral aislado a partir del caldo de cultivo
de Streptomyces zelensis. CC-1065 es aproximadamente 1000-veces mas potente in vitro
que los farmacos anticancerigenos utilizados, tales como doxorubicina, metotrexato, y
vincristina {(Bhuyan et al., Cancer Res., 42: 3532-3537 (1982)). CC-1065 y sus analogos
se describen en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,585,499,
5,846,545, 6,340,701, y 6,372,738. La potencia citotéxica de CC-1065 ha sido
correlacionada con su actividad de alquilatacién y su actividad de enlace ADN o
intercalacién ADN. Estas dos actividades residen en partes separadas de la molecula. A
este respecto, la actividad de alquilatacién es contenida en la subunidad
ciclopropapirroloindo! (CPI) y la actividad de enlace ADN reside en las dos subunidades
pirroloindol de CC-1065.

Se conocen en la técnica varios analogos CC-1065 y también pueden ser
utilizados como el agente citotéxico in el inmunoconjugado (véase, por ejemplo,
Warpehoski et al., J. Med. Chem., 31: 590-603 (1988)). Se ha desarrollado una serie de
analogos CC-1065 en los cuales la porcién CPI es reemplazada por medio de una porcion

ciclopropabenzindol (CBI) (Boger et al., J. Org. Chem., 55; 5823-5833 (1990), y Boger et
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al., Bioorg. Med. Chem. Lett, 1: 115-120 (1991)). Estos analogos CC-1065 mantienen la
elevada potencia in vitro del farmaco relacionado, sin océsionar toxicidad retardada en
ratones. Al igual que CC-1065, estos compuestos son agentes de alquilatacién que
enlazan de manera covalente a la ranura menor de ADN para ocasionar la muerte celular.

La eficacia terapéutica de los analogos CC-1065 se puede mejorar en gran medida
al cambiar la distribucién in vivo a través de la distribucién dirigida hacia un sitio tumoral,
dando como resultado baja toxicidad para tejidos no apuntados, y por tanto, baja toxicidad
sistémica. Para este fin, se han generado conjugados de analogos y derivados de CC-
1065 con agentes de enlace celular que se dirigen de manera especifica a células
tumorales (vease, por ejemplo, Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
5,475,092, 5585,499, y 5,846,545). Estos conjugados exhiben de manera comun alta
citoxicidad especifica de objetivo in vitro, y actividad anti-tumoral en mcdelos de
xenoinjerto de tumor humano en ratones (véase, por ejemplo, Chari et al., Cancer Res.,
55; 4079-4084 (1995)).

Los meétodos para sintetizar analogos CC-1065 se describen en detalle en las
Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,475,092, 5,585,499, 5,846,545,
6,534,660, 6,586,618, y 6,756,397 y Publicacién de Solicitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 2003/0,195,365 A1.

Los farmacos tales como metotrexato, daunorubicina, doxorubicina, vincristina,
vinblastina, melfalano, mitomicina C, clorambucil, caliqueamicina, tubulisina y analogos de
tubulisina, duocarmicina y analogos de duocarmicina, dolastatina y analogos de
dolastatina también pueden ser utilizados en el contexto de la invencién. Doxarubicina y
compuestds de dauno.rubicina {véase, por ejemplo, Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 6,630,579) también pueden ser utilizados como el farmaco.

Los inmunoconjugados pueden ser preparados a través de métedos in vitro. A fin
de enlazar un farmaco o profarmaco al anticuerpo, se utiliza un grupo de enlace. Los
grupos de enlace adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen grupos disulfuro,
grupos labiles acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles peptidasa, y grupos labiles
esterasa. Los grupos de enlace preferidos son grupos disulfuro. Por ejemplo, los
inmunoconjugados se pueden elaborar empleando una reaccién de intercambio de
disulfuro entre el anticuerpc y el farmaco o profarmaco. Las moléculas del farmaco
tambien se pueden enlazar a un anticuerpo a una molécula portadora intermediaria tal
como albumina del suero.

El anticuerpo puede ser modificado a través de la reaccion con un reactive de
entrelazamiento bifuncional, resultando por tanto en la uniéon covalente de una molécula
enlazadora para el anticuerpo. Como se usa en la presente, un "reactivo de
entrelazamiento bifuncional" es cualquier porcion quimica que enlaza de manera
covalente un agente de enlace celular a un farmaco, tales como los farmacos descritos en
la presente. En una modalidad preferida de la invencién, una porcién de la porcién de

enlace es proporcionada por el farmaco. A este respecto, el farmaco comprende una
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porcidn de enlace que es parte de una molécula de enlace mas grande que aquella
utilizada para unir el anticuerpo al farmaco. Por ejemplo, para formar el maitansinoide
DMI, la cadena lateral en el grupo hidroxilo C-3 de la maitansina es modificado para tener
un grupo sulfhidrilo libre {SH). Esta forma tiolatada de maitansina puede reaccionar con
un anticuerpo modificado para formar un inmunoconjugado. Por lo tanto, el enlazador final
es ensambiado a partir de dos componentes, uno de los cuales es proporcionado por el
reactive de entrelazamiento, mientras que el otro es proporcionado por la cadena lateral
de DMI.

Cualquier reactivo de entrelazamiento bifuncicnal adecuado puede ser usado en
relacion con la invencién, en tanto que el reactivo de enlace proporcione la retenciéon de
las caracteristicas terapéuticas, por ejemplo, citotoxicidad, y de direccionamiento del
farmaco y el anticuerpo, respectivamente. De preferencia, la molécula de enlace une el
farmaco al anticuerpo a través de enlaces quimicos (como se describié con anterioridad),
de manera que el farmaco y el anticuerpc son acoplados quimicamente (por ejemplo,
enlazados de manera covalente) uno con el otro. De preferencia, el reactive de enlace es
un entazador separable. De mayor preferencia, el enlazador es separado bajo
condiciones moderadas, es decir, condiciones dentro de una célula bajo las cuales no se
afecta la actividad del farmaco. Los ejemplos de enlazadores separables adecuados
incluyen enlazadores disulfuro, enlazadores labiles acidos, enlazadores fotolabiles,
enlazadores |abiles de peptidasa y enlazadores labiles esterasa. Los enlazadores que
contienen disulfuro son enlazadores separable a través intercambio de disulfuro, el cual
puede ocurrir bajo condiciones fisiolégicas. Los enlazadores labiles acidos son
enlazadores separables en un pH acide. Por ejemplo, ciertos compartimientos
intracelulares, tales como endosomas y lisosomas, tienen un pH acido (pH 4-5), y
proporcionan condiciones adecuadas para separar los enlazadores labiles acidos. Los
enlazadores foto labiles son dtiles en la superficie del cuerpo y en muchas cavidades
corporales que son accesibles a la luz. Ademas, la luz infrarroja puede penetrar el tejido.
Los enlazadores labiles de peptidasa pueden ser utilizados para separar ciertos péptidos
dentro o fuera de ias células (véase, por ejemplo, Trouet et al, Proc. Natl. Acad. ScL USA,
79: 626-629 (1982), y Umemoto et al., Int. J. Cancer, 43: 677-684 (1989)).

De preferencia el farmaco es enlazado a un anticuerpo a través de un enlace
disulfuro. La molécula de enlace comprende un grupo quimico reactivo que puede
reaccionar con el anticuerpo. Los grupos quimicos reactivos preferidos para reaccién con
el anticuerpo son ésteres de N-succinimidilo y ésteres de N-sulfosuccinimidilo. De manera
adicional, la molécula de enlace comprende un grupo quimico reactivo, de preferencia un
grupo ditiopiridilo que puede reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro.
Las moléculas de enlace particularmente preferidas incluyen, por ejemplo, N-succinimidil
3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) (véase, por ejemplo, Carlsson et al., Biochem. J, 173:
723-737 (1978)), N-succinimidil 4-(2-piridilditio)butanoato (SPDB) (véase, por ejemplo,
Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,563,304), y N-succinimidil 4-(2-
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piridilditio)pentanoato (SPP) (véase, por ejemplo, CAS Registry number 341498-08-6).
En tanto que los enlazadores separables son utilizados de manera preferible en el
método de la invencion, también se puede utilizar un enlazador no separable para generar

el inmunoconjugado antes descrito. Un enlazador no separable es cualquier porcion

- guimica que sea capaz de enlazar un farmaco, tal come un maitansinoide, un taxano, o

un analogo CC-1065, a un agente de enlace celular, tal como un anticuerpo, de una
manera covalente, estable. Por lo tanto, los enlazadores no separables son
sustanciaimente resistentes a la separacién inducida por acido, separaciéon inducida por
luz, separacién inducida por peptidasa, separacion inducida per esterasa, y separacion de
enlace de disulfuro, en condiciones bajo las cuales el farmaco o el anticuerpo
permanecen activos.

Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman enlazadores no
separables entre un farmace y un agente de enlace celular son bien conocidos en la
técnica. Los ejemplos de enlazadores no separables incluyen enlazadores que tienen un
éster de N-succinimidilo o porcién éster de N-sulfosuccinimidilo para reacciéon con el
agente de enlace celular, asi como una porciéon en base a maleimido- o haloacetilo para
reaccion con el farmaco. Los reactivos de entrelazamiento que comprenden una porcion
en base a maleimido incluyen N-succinimidilo 4-(maleimidometil)ciclohexancarboxilato
(SMCC), N-succinimidilo-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxi-(6-amidocaproato), el
cual es un analogo de “cadena larga” de SMCC (LC-SMCC), éster de N-succinimidilo de
acido K-maleimidoundecanocico (KMUA), éster de N-succinimidiio de acido vy-
maleimidobutirico (GMBS), éster de N-hidroxisuccinimida de acido e-maleimidocaproico
(EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de N-(a-
maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-6-(- maleimidopropionamido)-
hexanoato (SMPH), N-succinimidilo 4-(p-maleimidofenil)-butirato (SMPB), y N-(p-
maleimidofenil)isocianato (PMPI). Los reactivos de entrelazamiento que comprende una
porcion en base a haloacetilo incluye N-succinimidil-4-(iodoacetilo)-arninobenzoato
(SLAB), iodoacetato de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y
N-succinimidilo 3-(bromoacetamido)propionato (SBAP).

Otros reactivos de entrelazamiento que carecen de un atomo de azufre que forma
enlazadores no separables también pueden ser empleados en el método de la invencion.
Dichos enlazadores pueden ser derivados a partir de porciones en base a acido
dicarboxilico. Las porciones adecuadas en base a acido dicarboxilico incluyen, pero no se

limitan a, acidos a,w-dicarboxilicos de la férmula generai (1X):
HOOC-Xi-Y,-Z,,-COOH - (IX),
en donde X es un grupo alquilo, alquenilo, o alquinilo lineal o ramificado que tiene

2 a 20 atomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que ostenta de 3

hasta 10 atomos de carbono, Zes a
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grupo aromatico sustituido o no sustituido que tiene de 6 hasta 10 atomos de
carbono, o un grupo heterociclico sustituide o no sustituido en donde el hetero atomo es
seleccionado a partirde N, O 0 S, y endonde |, m, y n son cada uno 0 o 1, a condicién de
que 1, m, y n no sean todos cero al mismo tiempo.

Muchos de los enlazadores no separables descritos en la presente se describen
en detalle en la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 2005-0169933 A1.

De manera alternativa, como se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 6,441,163 BI, el farmaco puede ser modificado primero para introducir
un éster reactivo adecuado para reaccionar con un anticuerpo. La reaccion de estos
maitansinoides que contienen una porcion de enlace activada con un anticuerpo
proporciona otro método para producir un conjugado de maitansinoide de anticuerpo
separable o no separable.

Los procesos para la elaboracién de dichas composiciones farmacéuticas
involucran intercambio de regulador de pH de la composicion farmacéutica en el regulador
de pH de formulacién apropiado mediante cromatografia o diafiltracion y agregar después
los excipientes adecuados en la cantidad deseada, ya sea como soluciéon o como sélido.
También se puede ejecutar el ajuste final de la concentracién de proteina y/o el pH para
lograr la composicién deseada.

Los inmunoconjugados de la invencion son administrados al paciente en la forma
de wuna formulacion farmacéutica descrita en esta solicitud y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, excipiente o diluyente de la misma. Como se utiliza,
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellos agentes que son Uutiles en el
tratamiento ¢ diagnéstico de mamiferos, de preferencia humanos. El modo de
administracion preferido es parenteral, en particular a través de ruta intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, o intralinfatica. Véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th ed., 1980, Mack Publishing Company,
editado por Osol et al. Dichas composiciones pueden incluir proteinas, tales como
proteinas del suero, por ejemplo, albumina de suero humano, reguladores de pH o
sustancias reguladoras de pH tales como fosfatos, otras sales, o electrolitos, y similares.
Los diluyentes adecuados pueden incluir, por ejemplo, agua estéril, solucidn salina
isotonica, dextrosa acuosa diluida, un alcohol polihidrico 0 mezclas de dichos alcoholes,
por ejemplo, glicerina, propilen glicol, polietilen glicol y similares. Las formulaciones
pueden contener conservadores tales como alcohol fenetilico, metil y propil parabenos, y
similares. Si se desea, la formulacién puede incluir 0.05 hasta aproximadamente 0.20 por
ciento en peso de un antioxidante.

La administracion puede ser a través de cuélquier ruta conocida por ser efectiva
por el médico de experiencia ordinaria. La administracion parenteral es la preferida. Las
rutas parenterales preferidas para administrar las formulaciones de la presente invencién

incluyen rutas de administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal,
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intraarterial. Las rutas de administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, y
subcutanea de los compuestos usados en la presente invencion son las rutas de
administracién parenteral mas preferidas. Las rutas de administracion intravenosa,
intraperitoneal, y subcutanea de las formulaciones de la presente invencion son de mas
alta preferencia.

La administracion a través de ciertas rutas parenterates pueden involucrar la
introduccién de de las formulaciones de la presente invencion en el cuerpo de un paciente
a través de una aguja o un catéter. De manera opcional, dicha administracién puede ser
impulsada por medio de una jeringa estéril o algun otro dispositivo mecanico tal como un
sistema de infusién continua. Una formulacién proporcionada por la presente invencion
puede administrada utilizando una jeringa, inyector, bomba, o cualquier otro dispositivo o
mediante gravedad reconocidos en la técnica para administracion parenteral. La
formulacién puede ser administrada de forma parenteral, en formas de dosis liquida
estéril. Estas formulaciones pueden ser administradas por via intravenosa como un bolo o
infusién rapida, las cuales pueden, ademas de su efecto terapéutico, de diagnédstico o
medicinal deseado, ocasionar la liberacion del inmunoconjugado.

Los inmunoconjugados de la invencién son efectivos en rango un amplio rango de
dosis dependiendo de los factores tales como el estado de enfermedad que se va a tratar
o el efecto bioldgico que se va a modificar, la manera en la cual el inmunoconjugado es
administrado, la edad, peso y condicion del paciente asi como otros factores que seran
determinados por el médico tratante. Por tanto, la cantidad administrada a cualquier
paciente se puede determinar en una base individual.

La cantidad de una formulacién de la presente invencion que es administrada para
tratar a un paciente puede depender de un numero de factores, entre los cuales estan
incluidos, sin limitacién, el sexo, peso y edad del paciente, las causas subyacentes de la
condiciéon o enfermedad que se va a tratar, la ruta de administracion y la biodisponibilidad,
la persistencia del inmunoconjugado administrado en el cuerpo, la formulacién, y la
potencia del inmunoconjugado. Cuando la administraciéon es intermitente, la cantidad por
administracién también considerara el intervalo entre las dosis, y ia biodisponibilidad del
inmunoconjugado a partir de la formulacién. La administracion de la formulacién de la
presente invencion podria ser continua. Esta dentro de la habilidad ordinaria de un médico
el determinar la dosis y velocidad de infusion o frecuencia de administracion de la
formulacion de la presente invencién a fin de lograr el resultado clinico deseado.

La dosis administrada variara, por supuesto, dependiendo de factores conocidos
tales como las caracteristicas farmacodinamicas del agente particular, y su modo y ruta
de administracién; edad, estado de salud y peso del receptor; naturaleza y extension de
los sintomas, clase de tratamiento concurrente, frecuencia del tratamiento, y el efecto
deseado. Usualmente una dosis diaria del compuesto terapéuticamente significativo
puede ser de aproximadamente 0.1 hasta 100 miligramos por kilogramo de peso corporal.

Las formas de dosis para administracion interna contienen desde
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aproximadamente 1 miligramo hasta aproximadamente 500 miligramos de compuesto
terapéuticamente significativo por unidad. En estas composiciones farmacéuticas el
compuesto terapéuticamente significativo estara presente de manera ordinaria en una
cantidad de aproximadamente 0.05-2% en peso en una formulacién liquida y 2- 50% en la
formulacion liofilizada antes de la reconstitucién en base al peso total de la composicion.

La presente invencion proporciona también un polvo liofilizado de la formulacién
antes descrita. De preferencia, la formulacién liofilizada comprende uno o mas
componentes adicionales, tales como un lioprotector y/o uh agente de acumulacién. El
polvo liofilizado puede ser reconstituido con agua para crear una solucién reconstituida.
La presente formulacion puede ser liofilizada y reconstituida como se describe en la
Solicitud de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2004/0,241,174 A1, cuya
descripcion estd incorporada a la presente mediante referencia, y que describe
formulaciones liofilizadas que comprenden inmunoconjugados.

Antes de la reconstitucion de la composicion licfilizada, las cantidades relativas de
cada componente que comprende la composicion liofilizada de la invencién se pueden
describir en términos de mg de excipiente (por ejemplo, regulador de pH, agente
tensioactivo, agente de acumulacién, crioprotector) por mg de conjugado.

En tanto que cualquier agente de regulacién de pH adecuado descrito en la
presente puede ser utilizado en relaciéon con la composicion liofilizada de la invencién, la
composicién liofilizada comprende de preferencia un regulader de pH de succinato de
sodio. El agente reguiador de pH puede estar presente en la composicién liofilizada de la
invencidon en cualquier cantidad adecuada. En particular, la composicion liofilizada
comprende de manera deseable aproximadamente 0.1 mg hasta aproximadamente 2 mg
del agente regulador de pH por mg del conjugado (por ejemplo, aproximadamente 0.1 mg
hasta aproximadamente 0.5 mg de agente regulador de pH por mg del conjugado,
aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 1 mg de agente regulador de pH por
mg del conjugado, o aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 2 mg de agente
regulador de pH por mg del conjugado). De mayor preferencia, la composicion liofilizada
comprende aproximadamente 0.3 mg de regulador de pH de succinato de sodic por mg
del conjugado.

La composicién liofilizada comprende de manera deseable aproximadamente
0.005 mg hasta aproximadamente 0.1 mg de polisorbato por mg del conjugado, y de
preferencia aproximadamente 0.005 mg hasta aproximadamente 0.01 mg de polisorbato
por mg del conjugado, 0.01 mg hasta aproximadamente 0.05 mg de polisorbato por mg
del conjugado, ¢ aproximadamente 0.05 mg de polisorbato hasta aproximadamente 0.1
mg de polisorbato por mg del conjugado. Cuando el polisorbato es polisorbato 20, la
composicion liofiizada de preferencia comprende aproximadamente 0.02 mg de
polisorbato 20 por mg del conjugado.

A fin de evitar la degradacién de los ingredientes activos de la composicion

durante la congelacion y secado, la composicion liofilizada de la invencidon comprende
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ademas un crioprotector, de preferencia un crioprotector amorfo. El término
"crioprotector,” como se utiliza en la presente, se refiere a un excipiente que protege las
moléculas inestables durante la congelacion. Los crioprotectores adecuados para uso en
la composicidn liofilizada son conocidos por aquellos con experiencia en la técnica, e
incluyen, por ejemplo, glicerol, dimetil sulféxido (DMSO), polietilen glicol (PEG), dextrano,
glucosa, trehalosa, y sacarosa. De mayor preferencia, el crioprotector es sacarosa. El
crioprotector puede estar presente en la composicidén liofilizada de la invencidon en
cualquier cantidad adecuada. La composiciéon liofilizada que comprende de manera
deseable aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 5 mg, por ejemplo,
aproximadamente 0.5 mg hasta aproximadamente 2 mg del crioprotector por mg del
conjugado, aproximadamente 0.8 mg del crioprotector por mg del conjugado,
aproximadamente 2 mg del crioprotector por mg del conjugado, o aproximadamente 4 mg
del crioprotector por mg del conjugado. Cuandc el crioprotector es sacarosa, la
composicion liofilizada de preferencia comprende aproximadamente 0.5 mg hasta
aproximadamente 2 mg (por ejemplo, aproximadamente 1 mg) sacarosa por mg del
conjugado.

La composicién liofilizada puede contener ademas un agente de acumulacion, de
preferencia un agente de acumulacion cristalizable. Los agentes de acumulacién
comunmente son utilizados en la técnica para proporcionar estructura y peso a la "torta”
producida como resultado de 1a liofilizacién. Cualquier agente de acumulacion adecuado
conocido en la tecnica puede ser utilizado en relacién con la composicién liofilizada de la
invencion. Los agentes de acumulacién adecuados incluyen, por ejemplo, manitol,
dextran, y glicina. De mayor preferencia, el agente de acumulacion usado en la
composicién de la invencidén es glicina. La composicion liofiizada puede contener
cualquier cantidad adecuada del agente de acumulacién, aunque de preferencia la
composicién liofilizada comprende aproximadamente 2 mg hasta aproximadamente 20 mg
del agente de acumulacién por mg del conjugado, y de preferencia aproximadamente 2
mg hasta aproximadamente 10 mg del agente de acumulacion por mg del conjugado,
aproximadamente 5 mg hasta aproximadamente 10 mg del agente de acumulacién por
mg del conjugado, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 15 mg del agente de
acumulacién por mg del conjugado, o aproximadamente 15 mg hasta aproximadamente
20 mg del agente de acumulacion por mg del conjugado. Cuando el agente de
acumulacion es glicina, la composicion liofilizada de preferencia comprende
aproximadamente 3.8 mg glicina por mg del conjugado.

Por tanto, de acuerdo con la invencion, los contenidos de una composicidén
liofilizada que se van a reconstituir para contener 5 mg/mL de conjugado (por ejemplo, de
preferencia un conjugado comprende huN901 quimicamente acopIado a DMI) de
preferencia cemprende (i) aproximadamente 0.3 mg regulador de pH de succinato de
sodio por mg del conjugado, (ii) aproximadamente 0.02 mg polisorbato 20 por mg del

conjugado, (iii) aproximadamente 1 mg sacarosa por mg del conjugado, y (iv)
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aproximadamente 3.8 mg glicina por mg del conjugado. Una vez reconstituida con agua,
dicha composiciéon liofilizada tiene de preferencia un pH de aproximadamente 5.5.
Ademas, cuando la composicidn liofilizada es reconstituida con agua, las descripciones de
las concentraciones relativas de los excipientes antes establecidos en relacion con la
formulacidn liquida son aplicables para la composicién liofilizada antes mencionada.

Los métodos de liofilizacidn son bien conocidos en la técnica y se describen, por
ejemplo, en Wang, W., Int. J. Pharm., 203, 1-60 (2000). Por ejemplo, la composicion
liofiizada de la invencion puede ser producida usando un ciclo de liofilizacion que
comprende las siguientes etapas: (1) pre-enfriamiento a una temperatura de anaquel de
4° C. y presién de camara ambiente durante 2.5 horas, (2) congelar a una temperatura de
anaquel de -50° C. y presién de camara ambiente durante 14 horas, (3) recristalizacién de
glicina a una temperatura de anaquel de -20° C. y presién de camara ambiente durante 6
horas, (4) re-congelacion a una temperatura de anaquel de -50° C y presién de camara
ambiente durante 16 horas, (5) secado primario a una temperatura de anaquel de - 13° C.
y 100 mTorr de presiéon durante 24 horas, (6) secado secundario a una temperatura de
anaquel de 24° C. y 100 mTorr de presiéon durante 10 horas, y (7) fase de tapdn
temperatura de anaquel de 24° C. y presién de camara ambiente. Sin embargo, la
composicion liofilizada, no esta limitada a las composiciones producidas a través del
método antes descrito. De hecho, se puede utilizar cualquier método de liofilizacién para
producir la composicion liofilizada, y sera evidente para aquellos con experiencia en la
técnica que los parametros de liofilizacion seleccionados (por ejemplo, tiempos de
secado) variaran dependiendo de una gama de factores, que incluyen el volumen de la
solucién que se va a licfilizar.

En otra modalidad, la presente invencion esta dirigida a un equipo para la
preparacion de una formulacion acuosa, cuyo equipo comprende un primer recipiente que
contiene un polvo liofilizado y un segundo recipiente que contiene una formulacién acuosa
que comprende un estabilizador de reconstitucidn. La concentracion del polvo liofilizado
en la solucién, el volumen de la solucidén que es cargado dentro de cada recipiente y la
capacidad de los recipientes son parametros interrelacionados que pueden ser
adecuadamente modificados, dependiendo de la concentracidén deseada del principio
activo en la unidad de dosis final. Por lo tanto, estos parametros pueden variar en rangos
amplios.

Todas las patentes, publicaciones, y otras referencias citadas en la presente estan
expresamente incorporadas mediante referencia en su totalidad.

La presente invencién esta descrita ademas por los siguientes ejemplos, los
cuales son ilustrativos del proceso y no seran considerados como limitantes de la
invencién. Los parametros de proceso dados a continuacién pueden ser adoptados y

adaptados por la persona experimentada para adecuarlos a la necesidad particular.

EJEMPLO 1
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Este ejemplo muestra el efecto de los siguientes excipientes de formulacién sobre
la apariencia visual de fas muestras de conjugado MAb-DIViI formuladas.

Muestras de huN901-SPP-DMI fueron colocadas en 1.0 mg/mL in 10 mM de
regulador de pH de fosfato pH 6.5 con 140 mM NaCl con cada uno de los excipientes
listados a continuacion. Los excipientes fueron agregados de manera directa a la muestra
de huN901-SPP-DMI en una base de %p/p (peso de excipiente / pesc de solucién).
inmediatamente después de la adicion del excipiente, las formulaciones fueron filtradas, y
se condujeron pruebas de apariencia y conteo de particula. Las muestras fueron
almacenadas después a 4°C durante el tiempo de estudio, y fueron probadas de nuevo en
los puntos de tiempo de 2 semanas y 1 mes. Para la apariencia, las muestras fueron
probadas a través de la examinacion de por lo menos 1.0 mL de solucién contra un fondo
blanco para claridad y contra un fondo negro bajo luz blanca para la presencia o ausencia
de particulas visibles. Los resultados se reportaron como presencia o0 ausencia de
particulas visibles. Las particulas subvisibles con un tamafo de mas de 5 ym también
fueron medidas con un contador de particulas HIAC calibrado para medir tamafio de

particula entre 2 y 100 um.

Apariencia:

Excipiente Inicial 2 Semanas 1 Mes

5% sacarosa Transparente Transparente Transparente
10% sacarosa Transparente Transparente Transparente
0.1% tween20 Transparente Transparente Transparente
0.8% tween20 Transparente Particulas Transparente
1 % ciclodextrina  Transparente Transparente Transparente
1 % dextrosa Transparente Transparente Particulas
5% glicerol Transparente Transparente Particulas
2% PEG6000 Transparente Transparente Particulas
5% manitol Transparente Particulas Particulas
Control filtrado* Transparente Transparente Particulas

*filtrado poco antes del punto de tiempo inicial

Conteo de particula (conteos > 5 pm per mL):

Excipiente Conteos de particular acumulativos
Inicial 2 Semanas 1 Mes
5% sacarosa 94 120 84
10% sacarosa 68 14 58
0.1% Tween20 40 76 76
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0.8% Tween20 86 120 120
1% Beta-Ciclodextrina 8 4 10
1% Dextrosa 388 608 502
5% Glicerol 4 - 132 42
2% PEG 12 6 72
5% manitol 46 144 70
Control filtrado 222 284 720

Se observaron los efectos positivos de la sacarosa, TWEEN-20™, beta-

ciclodextrina, dextrosa, glicerol, manitol y polietilen glicot (PEG).

EJEMPLO 2

Este ejemplo muestra el efecto de los amino acidos en la estabilidad de huN901-
SPP-DMI con respecto a la agregacién de conjugado.

Muestras de huN901-SPP-DMI fuercn colocadas en 5.0 mg/mL en los siguientes
reguladores de pH y almacenadas a 2-8 y 25°C durante 12 meses. El contenido agregado
de conjugado fue probado con una prueba cromatografica en los puntos de tiempo de 1,
3, 6 y 12 meses.

(1) 10 mM fosfato de sodio, 140 mM NaCl, pH 6.5.

(2) 10 mM citrato de sodio, 135 mM NaCl, 0.01 % polisorbato 20, pH 5.5.

(3) 10 mM citrato de sodio, 130 mM histidina, 0.01 % polisorbato 20, pH 5.5

(4) 10 mM citrato de sodio, 110 mM glicina, 80 mM NaCl, 0.01 % polisorbato 20,
pH 5.5.

2-8°C 25°C
Formulacién TO 1 mes 3meses | 6 meses 12 1 mes 3 meses | 6 meses 12
meses meses
Composicién 1 5.3 6.7 8.1 8.6 8.9 8.7 10.2 104 11.8
Composicién 2 4.5 5.0 5.4 56 5.5 5.8 6.6 7.2 8.2
Composicién 3 4.1 4.1 4.2 4.1 3.8 4.5 47 5.0 6.1
Composiciéon 4 4.2 4.5 48 4.9 4.9 5.2 58 6.2 7.3

El ejemplo 1 muestra que la histidina mejora la formulacién con respecto a evitar la

formacion de agregado del conjugado. La glicina también tuvo beneficios.

EJEMPLO 3

Este ejemplo muestra el efecto de la histidina en la estabilidad del conjugado
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huMy9-6-SPDB-DM4 en términos del agregado de conjugado.
El conjugado huMy9-6-SPDB-DM4 fue formulado a 5.0 mg/mL en:
(1) 10 mM citrato de sodio, 135 mM NaCl, pH 5.5
(2) 150 mM histidina/cloruro de histidina, pH 5.5

Las muestras fueron incubadas a 2-8°C y 25°C durante 6 meses, después de lo

cual fueron probadas para agregado del conjugado mediante ensayo cromatografico.

Formulacion TO 2-8 °C, 6 mon 25 °C, 6 mon
Compoesicion 1 3.5 4.0 82
Composicién 2 3.2 3.2 71

Los datos muestran los efectos benéficos de la histidina en la prevencidn de la

formacién de agregado.
EJEMPLO 4

Este ejemplo muestra el efecto del agente regulador de pH, azucar y amino acido
en la estabilidad de huC242-SPDB-DM4 con respecto al agregadoe de conjugado.

Las muestras de huC242-SPDB-DM4 a 5.0 mg/mL en:

(1) 10 mM citrato de sodio, 135mM NaCl, pH 5.5

(2} 10 mM citrato de sodio, 5% sacarosa, 130 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH
5.5

(3) 10 mM histidina/cloruro de histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, pH 5.5

Se ejecutaron las pruebas para contenido de mondémero y agregado de conjugado

a Ty, y después de 3 meses de almacenamiento a 2-8°C y 25°C.

Formulacién Agregado (%)

TO 2-8°C, 3 meses 25°C, 3 meses
Composicion 1 4.0 4.3 9.1
Composicion 2 3.2 3.7 59
Composicién 3 24 2.3 3.8

Los datos muestran que la sacarosa y la glicina, juntas en la combinacién anterior,

mejoran la formulacién con respecto a la proteccién contra ta agregacion de conjugado.
La mejora mas importante se observé cuando la combinacion de sacarosa y glicina es
usada con histidina.

EJEMPLO 5

Este ejemplo muestra el efecto de varias formulaciones que contienen sacarosa

lol
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con y sin glicina en el contenido de agregado de conjugado huN901-SPP-DMI.

Las muestras de huNS01-SPP-DMI a una concentraciéon de 5.0 mg/mL en cada

una de las siguientes formulaciones liquidas fueron probadas para contenidos de

monomero y agregado.

(1) 10 mM citrato de sodio, 135 mM NacCl, 0.01% polisorbato 20, pH 5.5

(2) 10 mM citrato de sodio, 60 mM NaCl, 5% sacarosa, pH 5.5

(3) 10 mM citrato de sodio, 60 mM NaCl, 0.01% polisorbato 20, 5 % sacarosa, pH

55

(4) 10 mM fosfato de sodio, 140 mM NaCl pH 6.5
(5) 10 mM succinato de sodio, 0.25 M glicina, 0.01% polisorbato 20, 0.5%

sacarosa, pH 55

Las muestras almacenadas a 25°C fueron probadas para contenidos de agregado

en los puntos de tiempo de 3, 6 y 12 meses.

Formulacién Agregado (%)

' 3 meses 6 meses 12 meses
Composicion 1 6.7 7.3 8.2
Composicién 2 5.2 57 6.2
Composicién 3 56 54 6.5
Composicién 4 10.0 10.4 11.8
Composicidén 5 4.4 4.7 4.4

En todos los casos las formulaciones que contienen sacarosa tienen menor
contenido de agregado que aquellas con sacarosa. La formulacion que contiene glicina

(composicién 5) tuvo la mejor estabilidad en este ejemplo.

EJEMPLO 6

Este ejemplo muestra el efecto de polisorbato 80 en la formacion de particula
inducida por agitacion. Se espera que esta condicidn de tension (agitacidén) imite las
tensiones encontradas durante el embarque y manejo del conjugado liquido, en oposicidn
a las tensiones encontradas durante el almacenamiento estatico (las cuales se resolvieron
en el Ejemplo 1).

Las muestras de huC242-SPDB-DM4 fueron colocadas en 1 mg/mL en los
siguientes reguladores de pH y colocadas en envases de vidrio USP Tipo 1 (5ml. en un
envase de 10 mL) los cuales fueron sellados con Flurotec® Stoppers. Los envases fueron
agitados durante 48 horas a 100 rpm a temperatura ambiente, utilizando un Agitador
Orbital Lab-Line.

(1) 10 mM citrato de sodio, 135 mM cloruro de sodio, pH 5.5

(2) 10 mM histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, pH 5.5

02
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(3) 10 mM histidina, 5% sacarosa, 130 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

(4) 10 mM histidina, 1% sacarosa, 250 mM glicina, pH 5.5

(6) 10 mM histidina, 1% sacarosa, 250 mM gticina, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5 |

(6) 10 mM histidina, 280 mM glicina, pH 5.5

(7) 10 mM histidina, 280 mM glicina, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

(8) 10 mM histidina, 10% sacarosa, pH 5.5

(2) 10 mM histidina, 10% sacarosa, 0.1% polisorbato 80, pH 5.5

Después de l|a agitacion durante 48 horas fodos los envases fueron
inspeccionados visualmente. Aquellos que contenian polisorbato 80 (Composiciones 3, 5,
7 y 9) permanecieron transparentes, en tanto que todos aquellos que no contenian
polisorbato 80 (1, 2, 4, 6 y 8) estuvieron turbios. Estos datos demuestran el efecto
benéfico del polisorbato 80 en la reduccién de particulas debidas a la agitacién, tal como

se puede encontrar durante el embarque y manejo del conjugado liquido.

102
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de inmunoconjugado que comprende:

{a) un inmunoconjugado; y

(b) uno o mas excipientes seleccionados a partir del grupc que comprende
sacérosa, polisorbato 20, polisorbato 80, ciclodextrina, dextrosa, glicerol, polietilen glicol,
manitol, cloruro de sodio, y un amino acido, en donde la formulacion es una solucién
acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6.

2. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada porque la
formulacién comprende uno o mas excipientes selecciona(_:los a partir del grupo que
comprende:

(i) 0.1-12% sacarosa,

(i) 0.005-1.0% polisorbato 20,

(iii) 0.5-2% beta-ciclodextrina,

(iv) 2-8% gliceroal,

(v) I-5% PEG6000,

(vi) 2-8% manitol,

(vii} 0.005-1.0% polisorbato 80,

(viii) 5-20 mM histidina,

(ix) 100-300 mM glicina, and

(x) 50-300 mM cloruro de sodio. |

3. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizada porque la
formulacién comprende' uno 0 Mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende: '

(i) 5-10% sacarosa,

(i) 0.005 - 0.2 % polisorbato 20,

(iify 0.5-1% beta-ciclodextrina,

(iv) 2-5% glicerol,

(v) 2-3% PEG6000,

(vi) 3-5% manitol,

(vii) 0.005 - 0.2 % polisorbato 80, (viii) 10-15 raM histidina, (ix) 130-250 mM glicina,
¥ (x) 100-200 mM cloruro de sodic.

4. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada porque la
solucién acuosa regulada en su pH contiene uno o mas de histidina, succinato, citrato,
fosfato, y acetato.

5. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizada porque el
pH es desde 5.0 hasta 7.0.

6. La formulacidn de conformidad con la reivindicacion 5, caracterizada porque el
pH es desde 5.0 hasta 6.0. '

7. La formulacién de conformidad con. la reivindicacién 1, caracterizada porque el

0%
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inmunoconjugado comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo
que comprende huMy9-8, huC242, huN901, DS86, trastuzumab, bivatuzumab,
sibrotuzumab, yj_tt_.uzi_m_@.

8. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizada porque el
inmunoconjugado comprende un farmaco citotoxico seleccionados a partir del grupo que
comprende a maitansinoide, un taxano, y un CC-1065.

9. Una formulacién de inmunoconjugado que comprende:

(a) un inmunoconjugado; y

{(b) uno o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que comprende
histidina, sacarosa, glicina y cloruro de sodio, en donde la formulacion es una solucién
acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6.

10. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizada pofque la
formulacion comprende uno o mas excipientes seleccionados a partir de 5-200 mM
histidina, 100-200 mM glicina, y 2-8% sacarosa.

11. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 10, caracterizada porque
el excipiente es 5- 100 mM histidina o 100- 150 mM glicina.

12. La formulacién de conformidad con la reivindicaciéon 9, caracterizada porque la
formulacién contiene 2-8% sacarosa y 100-150 mM glicina.

13. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 12, caracterizada porque
la formulacién contiene 10 mM histidina, 5% sacarosa y 130 mM glicina.

14. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizada porque la
solucidén acuosa regulada en su pH contiene uno o mas de histidina, succinato, citrato,
fosfato, y acetato.

15. La formulacién de conformidad con la reivindicacién 14, caracterizada porque
el pH es desde 5.0 hasta 7.0.

16. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 15, caracterizada porque
el pH es desde 5.0 hasta 6.0.

17. La formulacién de conformidad con la reivindicaciéon 9, que comprende ademas
poIisorbato 20 y/o polisorbato 80.

18. La formulacién de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizada porgue el
inmunoconjugado comprende un anticuerpo humanizado seleccionado a partir del grupo
que comprende huMy9-6, huC242, huNS01, DS6, trastuzumab, bivatuzumab,
sibrotuzumab, y rituximab.

19. La formulacion de conformidad con la reivindicaciéon 9, caracterizada porque el
inmunoconjugado comprendes a farmaco citotoxico seleccionados a partir del grupo que
comprende un maitansinoide, un taxano, y un CC-1065.

20. Una formulacion de inmunoconjugado que consta esencialmente de:

(a) inmunoconjugado huN901-DMI a una concentracion desde 0.5-10 mg/m;

(b} 5-15 mM histidina y/o 5-15 mM succinato;

(c) 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina;
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(d) 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde Ia
formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6.

21. Una formulacién de inmunoconjugado que consta esencialmente de:

{a) inmunoconjugado huC242-DM4 a una concentracion desde 0.5-10 mg/nil;

(b) 5-15 niM histidina;

(c) 0.1-10 % sacarosa y/o 100-300 mM glicina;

{d) 0.005-0.2% polisorbato 80 y/o 0.005-0.2% polisorbato 20, en donde la
formulacién es una solucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH desde 5-6.

joé
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RESUMEN

La presente invencion proporciona una formulacién de inmunoconjugado que esta
sustancialmente libre de particulas, la formulacién de inmunoconjugado que comprende:
un inmunoconjugado y unc o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende: sacarosa, polisorbato 20, polisorbato 80, ciclodextrina, dextrosa, glicerol,
polietilen glicol, manitol, cloruro de sodio, y un amino acido, en donde la formulacién es
una solucion acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6. La presente
invencion proporciona también una formulacion de inmunoconjugado que esta
sustancialmente libre de agregados, la formulacion de inmuncconjugado que comprende:
un inmunoconjugado y unc o mas excipientes seleccionados a partir del grupo que
comprende histidina, sacarosa, glicina y cloruro de sodio, en donde la formulacién es una
solucién acuosa regulada en su pH que tiene un pH de 4.5 hasta 7.6. La presente
invencién proporciona ademas una formulacién de inmunoconjugado que esta

sustancialmente libre tanto de particulas como de agregados.
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