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Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN, actuando como apoderada
sustituta de acuerdo con la sustitucién presentada el 9 de febrero de 2010,
identificada como aparece al pie de mi firma, domiciliada en la carrera 11 A No.
86-53, piso 6, obrando como apoderada de la sociedad IMMUNOGEN INC,
domiciliada en Cambridge, Estados unidos de América y solicitante de la patente
de la referencia, dando respuesta al oficio No. 02941 notificado por fijacién en
lista el 24 de febrero de 2012, me permito manifestar:

1. SOLICITUD DE DIVISIONAL No. 08.019.768A

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

11 La patente divisional titulada “PROCESO PARA PREPARAR
CONJUGADOS DE ANTICUERPO Y MAYTANSINOIDE” cuya memoria
descriptiva cotresponde a la misma de la solicitud como fue modificada con
nuestto memorial del 22 de diciembre de 2009 y con nuevo capitulo
teivindicatorio que consta de 25 reivindicaciones dirigidas al proceso para la
preparaciéon de un conjugado de agente de unién celular-agente citotoxico.

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

memoria descriptiva que explica, ilustra y sustenta las relv1nd1cac1ones y que se
encuentra en el expediente No. No. 08.019.768

b) Recibo de pago No. 12-0043888 del 4 de mayo de 2012 correspondiente al
valor de la tasa oficial por concepto de la presentacidn de la solicitud divisional y
la obtencion de los respectivos certificados.
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c) Pago de tasa por 15 reivindicaciones adicionales.

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

1.3  Finalmente, me permito aclarar que la solicitud divisional no involucra
ampliacion alguna de la divulgacion contenida en la solicitud inicial.

2. SOLICITUD ORIGINAL No 08.019.768.

2.1  MODIFICACIONES

Con fundamento en la facultad que confiete el articulo 34 de la Decision 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del
tramite, presento junto con este memorial nuevo pliego reivindicatorio que
consta de 41 reivindicaciones dirigidas al proceso para la preparacién de un
conjugado de anticuerpo-maytansinoide.

En el nuevo capitulo reivindicatotio se especificd que el agente de enlace celular
es un anticuerpo y el agente citotoxico es un maytansinoide.

El sefior examinador indic6 que las reivindicaciones 1, 15, 26-29 y 32 no eran
claras debido a la presencia de varias expresiones.

Como se muestra en el nuevo capitulo reivindicatorio, se han modificado las
reivindicaciones 1 y 15 para incorporar la materia objeto de la anterior
retvindicacién 27 al especificar que el agente de unién celular es un anticuerpo y

en vista de estas modificaciones, se han cancelado las anteriores reivindicaciones
26y 27.

Las reivindicaciones 1 y 15 también se han modificado para incorporar la materia
objeto de la antetior reivindicacién 32 al especificar que el agente citotoxico es un
maitansinoide motivo por el cual se han cancelado las anteriores reivindicaciones
31y 32.

Las reivindicaciones anteriores 11, 23, y 36 (teivindicaciones modificadas 11, 23,
y 37) se han modificado para que sean consistentes con las reivindicaciones
modificadas 1 y 15.

La reivindicaciéon 1 también se ha modificado para especificar que la solucién en
la etapa (c) tene un pH “de 4 a 9” y que los subproductos de reaccidon se
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“producen durante la etapa (c).” El soporte para estas modificaciones se puede
encontrar en, pot ejemplo, el parrafo 0014 y la reivindicacién 1 como se presentd
originalmente.

La reivindicacién 1 también se ha modificado para especificar que la segunda
mezcla se somete a filtracién de flujo tangencial en la etapa (d). En vista de esta
modificacién, se han modificado las anteriores reivindicaciones 3 y 6
(reivindicaciones modificadas 3 y 6), y se han cancelado las anteriores
retvindicaciones 4 y 5.

La reivindicacién 1 también se ha modificado para especificar que una segunda
mezcla purificada “de los anticuerpos quimicamente acoplados a través de los
ligadores al maitansinoide” se prepara en la etapa (d). El soporte para esta
modificacién se puede encontrar en, por ejemplo, el parrafo 0017.

Las reivindicaciones antetiores 2, 10, y 22 (reivindicaciones modificadas 2, 10, y
22) se han modificado para cortegir cuestiones de forma con respecto al idioma
de la reivindicacion.

Las reivindicaciones anteriotes 34 y 35 (reivindicaciones modificadas 35 y 36) se
han modificado para definir los acrénimos DM1 y DM4, respectivamente.

Se han agregado las nuevas reivindicaciones 4, 5, y 29, y se dirigen a modalidades
individuales mencionadas en los grupos Markush de las reivindicaciones
modificadas 1y 28.

También se han agregado las nuevas reivindicaciones 29-33 y 38-41 y estin
sopotrtadas por la especificacidén en, por ejemplo, los parrafos 0024, 0026, 0031,
0036, 0060, y 0062.

El sustento para este nuevo pliego reivindicatorio se encuentra a lo largo de la
memoria descriptiva y principalmente en los parrafos 0037-0038 y 0062 a 0064 de
la memoria descriptiva presentada el 22 de diciembre de 2009.

2.2 CLARIDAD DE LA SOLICITUD

El sefior examinador indicd que las reivindicaciones 1, 15, 26-29 y 32 no eran
claras debido a la presencia de varias expresiones. En particular, el Examinador
sostiene que el alcance de los términos “agente de unién celular,” “reactivo de
reticulacién bifuncional,” “agente citotoxico,” y “maitansinoide” no son claros.

En este sentido, tespetuosamente nos permitimos decir que dichos términos son
ampliamente conocidos por las personas versadas en la materia técnica
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correspondiente y unicamente en un esfuerzo para hacer avanzar el
procesamiento de la presente solicitud, y no en la aquiescencia de la objecién, se
han modificado las reivindicaciones para reemplazar el término “agente de unién

celular” con “anticuerpo” y para reemplazar el término “agente citotoxico” con
“maitansinoide.”

Con respecto a los términos “reactivo de reticulacién bifuncional” y
“maitansinoide,” atentamente dirigimos la atencién del sefior Examinador a la
memoria desctiptiva presentada el 22 de diciembre de 2009 en donde se
propotciona una desctipcion detallada de estos términos, de tal manera que una
petsona medianamente versada en la técnica podria entender facilmente el
alcance de la invencién mencionada en las reivindicaciones modificadas.

Por ejemplo, la memoria descriptiva proporciona una descripcidén detallada de
reactivos de reticulacién bifuncionales adecuados que se pueden utilizar la
invencién reivindicada en, por ejemplo, los parrafos 0058-0064. Adicionalmente,
en la desctipcién se realiza una mencién detallada de maitansinoides adecuados
que se pueden utlizar en la invencién reivindicada, que incluyen la férmula

quimica y las estructuras de tales maitansinoides, en, pot ejemplo, los parrafos
0033-0048.

El sefior Examinador sostiene que la reivindicacién 36 es ambigua porque los
términos “enlaces labiles de 4cido,” “enlaces fotoldbiles,” y “enlaces labiles de
peptidasa” no son claros. En este sentido amablemente nos permitimos decir que
una persona medianamente versada en la técnica podria entender ficilmente el
alcance de los términos mencionados antetriormente en vista de la descripcion
detallada proporcionada en la memoria descriptiva y el estado de la técnica al
momento de la presentacién de la solicitud.

En particular, como se establece en los parrafos 0057 y 0059 de la descripcion,
las estructuras de disulfuro, grupos de enlace 1abil de acido, fotoldbil, 1abil de
peptidasa, y ldbil de esterasa se conocian en la técnica al momento en que se
presentd la solicitud, de tal manera que una persona medianamente versada en la
técnica facilmente estaria informado del alcance de los términos mencionados en
la reivindicacion 36.

2.3 UNIDAD DE INVENCION

El sefior Examinador objeta las reivindicaciones dependientes presuntamente por
carecet de unidad de invencién. En particular, el sefior Examinador sostiene que
las reivindicaciones dependientes se dirigen a dos grupos de invenciones. La
invenciéon del Grupo 1 abarca un proceso para preparar un conjugado que
comprende un agente de unién celular quimicamente acoplado a un firmaco, en
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donde el agente de unién celular es un anticuerpo. La invencién del Grupo 2
abarca un proceso para preparar un conjugado que comprende un agente de
unién celular quimicamente acoplado a un farmaco, en donde el agente de unién
celular se selecciona del grupo que consiste de interferones, intetleuquina 2,
interleuquina 3, interleuquina 4, intetleuquina 6, insulina, EGF, TGF, FGF, G-
CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, y transferrina.

En respuesta a la objecién a la unidad de invencidn, atentamente nos permitimos
manifestar que el Solicitante elige la invencién del Grupo I, dirigida a un proceso
para preparar un conjugado que comprende un agente de unién celular
quimicamente acoplado a un farmaco, en donde el agente de unién celular es un
anticuerpo y como se informd mas arriba en este escrito, el solicitante presenta
junto con esta respuesta una solicitud divisional.

En este sentido, nos permitimos decir que con las modificaciones antetiores, se
da respuesta cabal a las objeciones y solicitamos atentamente que se retiren las
objeciones de unidad de invencion.

2.4 NIVEL INVENTIVO

El sefior Examinador argumenta que las reivindicaciones dependientes carecen
de altura inventiva en vista de la Publicacién de la Solicitud de Patente
Internacional WO 03/057163 A2 (Mazzola et al) (D1) y la Publicacién de la
Solicitud de Patente Internacional WO 02/098897 A3 (Bander et al.) (D2).

En este sentido, el solicitante amablemente desea informar que durante el
proceso de solicitud de patente Eutopea correspondiente, Solicitud EP No.
06801436.4, y la solicitud de patente estadounidense cotrespondiente, que se ha
emitido ahora como la US7,811,572, se presentaron argumentos consistentes con
los argumentos establecidos adelante junto con wuna Declaracion De
Conformidad con la legislaciéon estadounidense (37 CF.R. § 1.132) de Godfrey
Amphlett con fecha del 20 de julio, 2009 (en los sucesivo “Declaracién
Amphlett”).

En dicha Declaracién se describen los resultados sorprendentes e inesperados de
los procesos mencionados en las reivindicaciones modificadas. Una copia de la
Declaracion Amphlett se adjunta para la amable consideracién del sefior
Examinador (Anexo 1)

El sefior Examinador sostiene que las reivindicaciones dependientes son obvias
en vista de D1 porque la memoria descriptiva no demuestra ningtin resultado
sorprendente o inesperado asociado con la realizacién de la etapa de conjugacion
a un pH de menos de 6.0 o mayor de 6.5. Adicionalmente, el sefior Examinador
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sostiene que una persona medianamente versada en la técnica deduciria a partir
de D1 y D2 que las etapas tales como filtracion de flujo tangencial y
cromatografia de adsorciéon se pueden llevar a cabo en cualquier etapa del
proceso. El Solicitante respetuosamente se permite manifestar que discrepa de
dicha opinién por las razones que se exponen a continuacion.

La presente invencién proporciona dos modalidades de un proceso para preparar
un conjugado de anticuerpo-maitansinoide, cuyas modalidades se definen por las
reivindicaciones independientes 1y 15.

En la modalidad definida pot la reivindicacién independiente 1, el proceso
comprende las etapas (a) — (d), en donde la etapa (d) es una etapa de purificacidon
que comprende someter una mezcla a filtracién de flujo tangencial para purificar
un conjugado de anticuerpo-maitansinoide.

En contraste, la anterioridad D1 se dirige a métodos mejorados para preparar
inmuno-conjugados. En particular, D1 describe un método para conjugar un
maitansinoide con un anticuerpo que comprende (a) hacer reaccionar un ligador
que contiene disulfuro con el anticuerpo en aproximadamente pH 5.0 a
aproximadamente pH 8.0 para formar un anticuerpo modificado, (b) eliminar el
ligadot que no ha reaccionado del anticuerpo modificado mediante filtraciéon de
fluyjo tangencial, (¢) conjugat el anticuerpo modificado con el maitansinoide en
aproximadamente pH 6.0 a aproximadamente pH 6.5 en un disolvente que
comprende dimetilacetamida y/o acetonitrilo, y (d) purificar el conjugado de
anticuerpo-maitansinoide modificado mediante cromatografia de intercambio
i6nico o con SP-Sefarosa (ver, por ejemplo, pagina 2, lineas 21-34, asi como
también el Ejemplo 1y la reivindicacion 1).

Con respecto a las etapas de purificacién (b) y (d), D1 describe que el uso de
filtracién de flujo tangencial en la etapa (b) retira de forma eficiente el ligador que
no ha reaccionado y el etanol del anticuerpo modificado con ligador (ver, por
ejemplo, pagina 4, lineas 19-21; pagina 5, lineas 3-6; y pagina 6, lineas 34-36) y
que €l uso de cromatografia de intercambio i6nico en la etapa (d) retira de forma
eficiente el DM1, DMA, y los agregados que no han reaccionado del anticuerpo-
DM1 conjugado (ver, pot ejemplo, pagina 5, lineas 16-18 y 29-32, y pagina 7,
lineas 28-30). En este sentdo, nos permitimos manifestar que D1 no describe ni
sugiere ningtin método de purificacién alternativo para uso en la etapa (b)
o etapa (d).

Por su parte, D2 se encuentra dirigido a anticuerpos modificados, o fragmentos
de unién a antigeno de los mismos, que se unen al dominio extracelular del
antigeno de membrana especifico a prostata (ver, por ejemplo, el resumen). D2
describe un método para conjugar un anticuerpo especifico, deJ591, con el
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maitansinoide DM1 para producir un inmuno-conjugado deJ591-DM1 (ver
parrafos 00441-00444). Especificamente, D2 desctibe un método de conjugacién
que comprende: (1) concentrar el anticuerpo mediante filtracién de flujo
tangencial, (2) modificar el anticuerpo con un ligador (es decir, SPP), (3) purificar
el anticuerpo modificado mediante cromatografia de no adsorcién (es decir,
cromatografia de filtracién de gel y una columna Sephadex G-25), (4) conjugar el
anticuerpo modificado con DM1, (5) putificat el anticuerpo conjugado a partir de
DMI1 que no ha reaccionado mediante cromatografia de no adsorcién (es decir,
filtraciéon en gel utlizando una columna Sephadex G-25), y (6) concentrar el
anticuerpo conjugado utilizando filtracién de flujo tangencial y diafiltracion (ver
parrafo 00443).

En ese orden de ideas, si bien D2 describe el uso de filtracién de flujo tangencial
para concentrar el anticuerpo en la etapa (1) y para concentrar el anticuerpo-
conjugado en la etapa (6), D2 no describe ni sugiere el uso de filtracion de
flujo _tangencial para purificar el anticuerpo modificado (es decir, el
anticuerpo con un ligador adherido a este) o para purificar el conjugado-
anticuerpo. Es decir, D2 solo describe claramente el uso de cromatografia
de no adsorcién (por ejemplo, cromatografia de filtracién de gel tal como
Sephadex G-25) para purificar el anticuerpo modificado en la etapa (3) [lo que
concuerda con la etapa (b) del método inventivo] y para purificar el anticuerpo
conjugado a partit de DM1 que no ha reaccionado en la etapa (5) [lo que
concuerda con la etapa (d) del método inventivo]. Asi las cosas, similar a D1, D2
no describe ni sugiere métodos de purificacién alternativos para uso en la
etapa (3) o etapa (5).

En claro contraste, la reivindicacién modificada 1 de la presente invencion,
requiere el uso de filtracion de flujo tangencial para purificar el anticuerpo
conjugado a partir de los otros componentes de la mezcla de reaccion (ver etapa
(d)). La invencién mencionada en la reivindicacién modificada 1 y
reivindicaciones dependientes de la misma, proporciona un proceso para
preparar un conjugado de anticuerpo-maitansinoide que inesperadamente
es mas eficiente que, y/o proporciona un rendimiento mejorado cuando se
compara con los procesos de la técnica anterior, tales como los procesos
descritos en D1y D2.

En efecto y como se discute en mas detalle en la Declaracién Amphlett (Anexo
1), antetior a la presente invencién, no se espera que se pudiera utilizar la
filtracion de flujo tangencial como un sustituto para la cromatografia de
intercambio i6nico en la etapa (d) para alcanzar el mismo o mejor resultado,
debido a las diferentes propiedades de cada una de estas técnicas de purificacion.
De hecho, se considera que el uso de filtracién de flujo tangencial en la etapa (d)
tesultarfa en obstruccidén y pobre desempefio del sistema de filtracién, quedando
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por consiguiente inoperable como un método de purificacién. Aun mas, el
Solicitante encontré de manera sorprendente que la combinacién especifica de
las etapas de purificacién requeridas por la teivindicacién modificada 1, y en
particular, el uso de filtracién de flujo tangencial en la etapa (d), resulta en un
proceso mias eficiente, cuyo proceso proporciona el mismo, o mayor,
rendimiento del conjugado de anticuerpo-maitansinoide purificado.

El Solicitante respetuosamente sostiene que no hay nada en la divulgaciéon de D1
o D2 que pudiera sugerir a una persona medianamente versada en la técnica
modificar la estrategia de purificacién, mucho menos utilizar la filtracién de flujo
tangencial para purificar el conjugado de anticuerpo-maitansinoide, como se
menciona en la reivindicaciéon modificada 1. Esto es especialmente cierto ya que
D1 describe que la filtracién de flujo tangencial “se utiliza [en la etapa (b)]
para retirar el ligador que no ha reaccionado y el etanol del anticuerpo
modificado con ligador” (pagina 4, lineas 19-21) y no describe ni sugiere
ninguna otra utilidad para la filtracién de flujo tangencial durante el método
mejorado para preparar un inmunoconjugado, mucho menos, por ejemplo,
sustituir la filtraciéon de flujo tangencial para la cromatografia de intercambio
i6nico enseflada por D1 para que sea util en retirar el DM1, DMA, y los
agregados que no han reaccionado del conjugado anticuerpo-DM1 en la etapa

d).

Aunado a lo anterior, D1 enfatiza la importancia del uso de cromatografia de
intercambio i6nico en la etapa (d) para purificar un conjugado de anticuerpo-
maitansinoide “a partir de DM1, DMA, y agregados que no han reaccionado”
(pagina 5, lineas 16-18). De acuetdo con lo anterior, una persona medianamente
versada en la técnica apreciatia la importancia de la etapa de purificacion (d)
como se establece en el proceso descrito en D1.

En la modalidad definida por la reivindicacién independiente 15, el proceso
comprende las etapas (a) — (c), en donde la mezcla no se somete a filtracidén de
flujo tangencial, precipitacion selectiva, filtracién de adsorcién, o cromatografia
de adsorcién entre las etapas (a) y (b), y en donde la etapa (c) es una etapa de
putificacién que comprende someter la mezcla a filtracién de flujo tangencial,
precipitacién selectiva, filtracién de adsorcidén, cromatografia de adsorcidn, o una
combinacién de los mismos.

En ese orden de ideas, ni la anterioridad D1 ni D2 describen o sugieren
modificar o eliminar la purificacién del anticuerpo modificado con ligador antes
de realizar la reaccién de conjugacion. Es decir, D1 enfatiza la importancia del
uso de filtracién de flujo tangencial para retirar el ligador que no ha reaccionado y
el etanol del anticuerpo modificado con ligador antes de la etapa de conjugacion.
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A este respecto, el Ejemplo 1 de D1 ensefia que las etapas de ultrafiltracion de
flujo tangencial y de diafiltracion se utilizan para reducir las cantidades de ligador
que no ha reaccionado y el etanol en la solucién del producto, para diafiltrar el
anticuerpo modificado en el regulador de reaccién de conjugacién, y ajustar la
concentracion de producto antes de la reaccién de conjugacién (ver pagina 6,
linea 34 — pagina 7, linea 1).

De acuerdo con lo anterior, una persona medianamente versada en la técnica
apreciaria la importancia de la filtracién de flujo tangencial para putificar el
anticuerpo modificado con ligador como se establece en el proceso desctito en
D1 y no intentaria modificar el proceso de D1 al eliminar la etapa de filtraciéon de
flujo tangencial mencionada anteriormente .

Como se discute en mas detalle en la Declaraciéon Amphlett (Anexo 1), antes de
la presente invencidn, es razonable asumir que la eliminacién de los componentes
que no reaccionan, disolvente, y productos de teaccién de la reaccién de
modificacién, tal como retirar el ligador que no ha reaccionado y el etanol del
anticuerpo modificado, como se describe en D1, es necesario para un proceso
eficiente que produzca un conjugado de anticuerpo-maitansinoide de buena
puteza y sin embargo, el Solicitante encuentra de manera inesperada que omitir la
filtraciéon de flujo tangencial, precipitacion selectiva, filtracién de adsorcién, o
cromatografia de adsorciéon entre la etapa de modificacién y la etapa de
conjugacién, como se menciona en la reivindicacién modificada 15, resulta en un
conjugado de anticuerpo-maitansinoide purificado de por lo menos la misma
calidad y cantidad que un conjugado preparado con tal purificacién de
anticuerpos que tienen ligadores unidos a estos, mientras que se reduce el tiempo
requerido para preparar el conjugado.

En vista de lo antetior, el Solicitante amablemente se permite manifestar que no
hay nada en D1 o D2 que pudiera sugerir razonablemente a una persona
medianamente versada en la técnica que la combinacién especifica de las etapas
que definen la presente invencion se esperaria que proporcione un proceso mas
eficiente que el proceso descrito en D1 o D2, o que produzca un conjugado de
anticuerpo-maitansinoide purificado de la misma o mayor calidad y cantidad
como aquel producido por el proceso descrito en D1 y D2. De acuerdo con lo
anterior, la presente invencion como se define por las reivindicaciones
dependientes se debe considerar que posee un nivel inventivo en vista de D1 y
D2,y se debe retirar la objecién al nivel inventivo.

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

En consecuencia, pedimos a ese despacho pronunciatse en relaciéon con todos los

argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicaciéon al principio
del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional

Sefior Superintendente,

AN
o ¢é2%7/

DILIA MARIA RODRIGUEZ ID’ALEMAN
CC. 41.654.882 ,

TP20824CS] __—
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ANEXO

DECLARACION DE GODFREY AMPHLETT
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EN LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS Estados Unidos
Solicitud de Patente No. 11/503,781
Confirmacién No. 2131
Solicitante: Dai et al.

Presentada: 14 de agosto, 2006
TC/AU: 1647

Examinador: Ian D. Dang
Expediente No.: 253788

Cliente No.: 23460

Comisionado para Patentes

P.O. Box 1450

Alexandria. VA 22313-1450

DECLARACION DE CONFORMIDAD CON 37 C.F.R. § 1.132 DE GODFREY

AMPHLETT

Yo, Godfrey Amphlett, por la presente declaro lo siguiente:

1. Recibi el grado de Doctor en Bioguimica de la
Birmingham University en el Reino Unido. Después de mi trabajo de
grado, completé mi formacién postdoctoral en la University of

Notre Dame en Notre Dame, IN.

2. He sido empleado en InmunoGen, Inc., que es el
cesionario de la presente solicitud, desde el 2001 hasta la
actualidad. Desde el 2005, he sido Director Ejecutivo de
Desarrollo de Proceso y Producto en InmunoGen, Inc. Antes de mi
cargo actual, me desempefié como Director Senior de Desarrollo de
Procesos y Fabricacién desde el 2001 hasta el 2005. Antes de
trabajar en InmunoGen, Inc. en 2001, trabajé en Genetics

Institute en Cambridge, MA.

3. Soy uno de los co-inventores de la materia objeto

descrita y reivindicada en la presente solicitud.
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4. He revisado la Publicacién de la Solicitud de Patente
Internacional WO 03/057163 (Mazzola et al.) {en los sucesivo “la

publicacién Mazzola”).

5. La publicacién Mazzola describe un método para conjugar
un maitansinoide con un anticuerpo que comprende las etapas de
(a) hacer reaccionar un ligador que contiene disulfuro con el
anticuerpo en aproximadamente pH 5.0 a aproximadamente pH 8.0
para formar un anticuerpo modificado; (b) retirar el ligador que
no ha reaccionado del anticuerpo modificado mediante filtracidn
de flujo tangencial; (c) conjugar el anticuerpo modificado con el
maitansinoide en aproximadamente pH 6.0 a aproximadamente pH 6.5
en un disolvente que comprende dimetilacetamida o acetonitrilo; y
(d) purificar el conjugado de anticuerpo-maitansinoide modificado
mediante cromatografia de intercambio idénico (ver, por ejemplo,
la publicacién Mazzola en la péagina 2, lineas 22-34). No se
describen etapas de purificacién alternativas en la publicacidn

Mazzola para ya sea la etapa (b) o la etapa (d).

6. La filtracién de flujo tangencial es un método basado
en membrana que utiliza presién y flujo de fluido tangencial para
conducir la separacién de los componentes en un fluido. La
membrana separa los componentes con base en el tamano. En
contraste, la cromatografia de intercambio idnico es un proceso
que permite la separacién de los iones y las moléculas polares
con base en las propiedades de carga de las moléculas. La
cromatografia de intercambio iénico no tiene en cuenta el tamano

de particula.

7. La publicacién Mazzola ensefia el uso de filtracidn de
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flujo tangencial para retirar el “ligador que no ha reaccionado y
el etanol” del anticuerpo modificado antes de conjugacidén con el
maitansinoide (ver ©pagina 4, lineas 19-21), vy el wuso de
cromatografia de intercambio 1idénico (por ejemplo, columna de
hidroxiapatita ceramica o S-Sefarosa) para purificar el
anticuerpo-DM1 conjugado a partir de “DM1 que no ha reaccionado,
DMA y agregados” (ver péagina 5, lineas 16-18). En vista de las
diferencias significativas entre la filtracidn de flujo
tangencial y la cromatografia de intercambio idnico, un
investigador medianamente versado desde la fecha de la prioridad
de la presente solicitud en el 2005 no habria considerado
intercambiar las dos técnicas dentro del método descrito en la
publicacién Mazzola, es decir, utilizar 1la cromatografia de
intercambio idénico para retirar el “ligador que no ha reaccionado
y el etanol” a partir del anticuerpo modificado antes de
conjugacién con el maitansinoide, y utilizar la filtracidén de
flujo tangencial para purificar el anticuerpo-DM1 conjugado a
partir del “DM1 que no ha reaccionado, el DMA y los agregados.”
En efecto, un investigador medianamente versado con el tiempo
habria entendido que 1la filtracién de flujo tangencial, que
depende de las diferencias de tamafio para la separacidén, no es
adecuada para retirar de forma similar los agregados
dimensionados de 1los conjugados de anticuerpos-DMl, como se

ensefia que es necesario por la publicacidén Mazzola.

8. Antes de la presente invencidén, era razonable asumir
que el retiro de los componentes que no reaccionan, el
disolvente, vy los productos de reaccién de la reaccidn de
modificacién, tal como el retiro del 1ligador que no ha
reaccionado y el etanol del anticuerpo modificado, como se

discute en la publicacidén Mazzola, era necesaria para un proceso
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eficiente que produce un conjugado de agente de unidén celular -
agente citotdxico de buena pureza. Sin embargo, mis co-inventores
y yo descubrimos de forma inesperada que omitir la purificacidn
de los agentes de unién celular que tienen ligadores unidos a
estos, por ejemplo, omitir la filtracién de flujo tangencial,
precipitacién selectiva, filtracidén de adsorcidén, o purificacién
con cromatografia de adsorcidén entre la etapa de modificacidn vy
la etapa de conjugacién, resulta en un conjugado de agente de
unién celular-agente citotdéxico purificado de por lo menos la
misma calidad y cantidad que un conjugado preparado con la
purificacién de los agentes de unidn celular que tienen ligadores
unidos a estos, mientras que se reduce el tiempo general

requerido para preparar el conjugado.

9. A mi entender, no existe informacién sobre la
eficiencia de las membranas de filtracién de flujo tangencial
para uso en separar especies relacionadas DMl y DM4 que no ha
reaccionado, asi como también, los disolventes, a partir de los
conjugados de anticuerpo-maitansinoide desde la fecha de
prioridad de la presente solicitud en el 2005. Como se indicd
anteriormente, los investigadores en su momento consideraron que
la filtracién de flujo tangencial no seria un proceso efectivo
para la purificacidén de los conjugados de anticuerpo-
maitansinoide. En particular, las especles relacionadas DMl y DM4
tienen muy baja solubilidad en soluciones completamente acuosas y
se mantienen en solucién durante la reaccién de conjugacidn
mediante la presencia de un disolvente orgénico (por ejemplo,
alrededor de 5% de dimetilacetamida). Una vez se 1inicia la
filtracién de flujo tangencial de una mezcla de reaccidén de
conjugacién, se espera que el disolvente orgdnico sea retirado

rdpida y eficientemente. Se ensefid que el retiro rapido del
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disolvente provocaria que las especies relacionadas DM1 o DM4 se
vuelvan insolubles, lo que obstruiria el sistema de filtracidn de
flujo tangencial y lo haria inoperable. Adicionalmente, se ensefia
que las especies relacionadas DM1 y DM4 hidrdéfobas interactuarian
de forma no covalente con las moléculas de conjugado, asi como
también con las membranas de filtracidén de flujo tangencial y los
componentes del sistema (por ejemplo, tuberias y valvulas), que
resultan en la obstruccién y pobre desempefio del sistema de
filtracién, y haria dificil 1la limpieza y reutilizacidén del
sistema de filtracidén. Sin embargo, mis co-inventores y Yo
descubrimos de forma inesperada que se puede utilizar la
filtracién de flujo tangencial para proporcionar los conjugados
de agente de unién celular-agente citotdxico de por lo menos una
cantidad y pureza similar como los conjugados de agente de unidn
celular -agente citotdéxico purificados con cromatografia de

intercambioc idnico.

10. Por la presente declaro que todas las declaraciones
hechas aqui de mi propio conocimiento son verdaderas, que todas
las declaraciones hechas sobre la informacién y creencia se
consideran que son verdaderas, y que estas declaraciones se hacen
con el conocimiento que las declaraciones falsas intencionales vy
similares asi hechas se castigan con multa o prisién, o ambos, de
conformidad con el Articulo 1001 del Titulo 18 del Cddigo de los
Estados Unidos, y que dichas declaraciones falsas intencionales
pueden perjudicar la validez de la solicitud o cualquier patente

emitida a la misma.

Fecha: 20 de julio 2009 Aparece firma

Godfrey Amphlett
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REIVINDICACIONES

1.- Un ©proceso para preparar un conjugado de
anticuerpo-maytansinoide caracterizado porque comprende las
etapas de:

(a) poner en contacto un anticuerpo con un reactivo de
reticulacién Dbifuncional para fijar covalentemente un
ligante al anticuerpo y preparar asi una primera mezcla que
comprenda anticuerpos que tengan ligantes enlazados a los
mismos,

(b) someter la primera mezcla a filtracidén de £flujo
tangencial, precipitacidn selectiva, filtracién por
adsorcidén, o cromatografia por adsorcidén, y preparar asi
una primera mezcla purificada de agentes de enlace celular
gque tengan ligantes enlazados a los mismos,

(c) conjugar un maytansinoide a los anticuerpos que
tengan ligantes enlazados a los mismos en la primera mezcla
purificada por reaccién de los anticuerpos dgue tengan
ligantes enlazados a los mismos con un maytansinoide en
una solucidén que tenga un pH de 4 a 9 para preparar una
segunda mezcla que comprenda

(i) el anticuerpo quimicamente acoplado a través del
ligante al maytansinoide,

(ii) maytansinoide, vy

(iii) sub-productos de reaccidén producidos durante el
paso (C), y

(d) someter la segunda mezcla a filtracién de flujo

tangencial para purificar 1los anticuerpos quimicamente
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acoplados a través de ligantes al maytansinoide desde otros
componentes de la segunda mezcla y preparar asi una segunda
mezcla purificada de anticuerpos quimicamente acoplados a

través de ligantes al maytansinoide.

2.- El proceso de conformidad con la reivindicaciédén 1,
caracterizado porque la resina para cromatografia por

adsorcién es seleccionada del grupo que consiste de

cromatografia por hidroxiapatita, cromatografia por
induccién de carga hidrofdébica (HCIC), cromatografia por
interaccién hidrofébica (HIC), cromatografia por

intercambio idénico, cromatografia por intercambio idnico en
modalidad de mezcla, cromatografia por afinidad del metal
inmovilizado (IMAC), cromatografia de 1ligando terfiido,
cromatografia por afinidad, cromatografia en fase inversa,

y combinaciones de las mismas.

3.- El proceso de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la filtracién de flujo tangencial es

utilizada en la etapa (c).
4.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la precipitacidén selectiva es

utilizada en el paso (b).
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5.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la filtracidén por adsorcidn es

utilizada en el paso (b).

6.- El proceso de conformidad con las reivindicaciones
1 o 2, caracterizado porque la cromatografia por adsorcién

es utilizada en la etapa (b).

7.- E1l proceso de conformidad con las reivindicaciones
1 a 6, caracterizado porque la solucién en la etapa (c)

tiene un pH desde 4 hasta menos de 6.0.

8.- El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la solucidn en

la etapa (c) tiene un pH mayor que 6.5 hasta 9.

9.- El proceso de conformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la

solucién en la etapa (c) comprende sacarosa.

10.- El1 proceso de conformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9, <caracterizado porque la
solucién en la etapa (c) comprende un agente regulador
seleccionado del grupo que consiste de un regulador de
citrato, un regulador de acetato, un regulador de

succinato, y un regulador de fosfato.
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11.-E1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque ademas
comprende el paso (e) de detencidédn de la mezcla entre al
menos uno de los pasos a-b, pasos b-c 6 pasos c-d hasta

liberar los ligantes unidos inestablemente del anticuerpo.

12.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
11, caracterizado porque la mezcla se detiene entre los

pascs a-b.

13.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacién
11, caracterizado porque la mezcla se detiene entre los

pasos b-c.

14.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
11, caracterizado porgque la mezcla se detiene entre los

pasos c-d.

15.-Un proceso para la preparacién de un conjugado
anticuerpo-maytansinoide caracterizado porque comprende los
siguientes pasos:

(a) poner en contacto un anticuerpo con un reactivo de
reticulacién bifuncional para unir un ligante al anticuerpo
y de este modo preparar una primera mezcla que comprende
anticuerpos que tienen ligantes unidos a los mismos;

(b) conjugar un maytansinoide a los anticuerpos que

tienen los ligantes unidos a los mismos en la primera
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mezcla mediante la reaccién de los anticuerupos que tienen
los ligantes unidos a los mismos con un maytansinoide en
una solucidén que tiene un pH de 4 hasta 9 para preparar una
segunda mezcla que comprende (i) un anticuerpo gquimicamente
acoplado a través del ligante al maytansinoide, (ii)
maytansinoide libre, 'y (iii) subproductos de reaccién
producidos durante el paso (b), vy

(c) someter la segunda mezcla a filtracidén de flujo
tangencial, precipitacidn selectiva, filtracidn por
adsorcidén, cromatografia por adsorcién, o una combinacién
de las mismas para purificar los anticuerpos guimicamente
acoplados a través de ligantes al maytansinoide, de otros
componentes de la segunda mezcla y de este modo preparar
una segunda mezcla purificada de anticuerpos quimicamente
acoplados a través de ligantes al maytansinoide, con la
condicién de que la primera mezcla no es sometida a
filtracién de flujo tangencial, precipitacidén selectiva,

filtracidén por adsorcidén o cromatografia por adsorciédn.

16.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacién
15, ~caracterizado porque 1la mezcla no es sometida a

purificacién.

17.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacidén 15
6 16, caracterizado porque la cromatografia por adsorcidn
se selecciona del grupo que consiste de cromatografia de

hidroxiapatita, cromatografia de induccidén de carga
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hidrofébica (HCIC), cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC) cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de intercambio iénico de modo mezclado,
cromatografia de afinidad de metal inmobilizado (IMAC),
cromatografia de tincidén de ligante, cromatografia de
afinidad, cromatografia de fase reversa y combinaciones de

las mismas.

18.-E1 proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17, caracterizado porque la soluciédn

en el paso (b) tiene un pH de desde 4 hasta 6.0.

19.-E1 proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 17, caracterizado porque la soluciédn

en el paso (b) tiene un pH de desde 6.5 hasta 9.

20.-E1 proceso de acuerdo con cualguiera de 1las
reivindicaciones 15 a 17, caracterizado porque la soluciédn

en el paso (b) tiene un pH menor que 6.0 o un pH mayor que

6.5.

21.-E1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 20, caracterizado porque la solucidn

en el paso (b) comprende sacarosa.

22.-E1 proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 15 a 21, caracterizado porque la solucidn
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en el paso (b) comprende un agente regulador seleccionado
del grupo que consiste de regulador de «citrato, un
regulador de acetato, un regulador de succinato y un

regulador de fosfato.

23.-E1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 22, caracterizado porque ademas
comprende (d) detener la mezcla entre al menos uno de los
pasos a-b y pasos b-c hasta liberar los ligantes unidos

inestablemente del anticuerpo.

24.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
23, caracterizado porgque la mezcla se detiene entre los

pasos a-b.

25.-E1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
23, caracterizado porque la mezcla se detiene entre los

pasos b-c.

26.- El1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el anticuerpo

es un anticuerpo monoclonal.

27.- El1 proceso de conformidad cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el anticuerpo

es un anticuerpo monoclonal humanizado.
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28.- El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porque el anticuerpo
es seleccionado del grupo que consiste de huN901, HuMy9-6,
huB-4, huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab,

CNTOS85, huDS6, y rituximab.

29, El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25 caracterizado porque el

anticuerpo es trastuzumab.

30. El procesoc de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25 caracterizado porque el

anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

31. El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25 caracterizado porque el

anticuerpo es humanizado.

32. El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25 caracterizado porque el

anticuerpo es un anticuerpo monoclonal humano.

33. El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 25 caracterizado porque el

anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de ratédn.
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34.- El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 33, caracterizado porque el

maytansinoide comprende un grupo tiol.

35.- El proceso de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque el maytansinoide es N? -deacetil-

N? - (3-mercapto-l-oxopropil)-maytansina (DM1).

36.- El proceso de conformidad con la reivindicacién
34, caracterizado porque el maytansinoide es N? -deacetil-

N® - (4-metil-4-mercapto-l-oxopentil)-maytansina (DM4) .

37.- E1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 36, caracterizado porque el anticuerpo
estd quimicamente acoplado al maytansinoide via enlaces
quimicos seleccionados del grupo que consiste de enlaces
disulfuro, enlaces &acido 1labiles, enlaces foto 1léabiles,
enlaces 1labiles a la peptidasa, enlaces tioéteres, vy

enlaces labiles a la esterasa.

38.- El proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 37 caracterizado porque el reactivo de
reticulacidén bifuncional se selecciona del grupo que

consiste de N-succinimidil 3-(2-piridilditio)propionato

(SPDP) ; N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-
carboxi-(6-amidocaproato) (LC-SMCC), éster N-succinimidilo
del acido k-maleimidoundecanoico (KMUA) , ester N-

PoRI25



77
P-1099

Rvs modificadas
Mayo 22, 2012

succinimidil del acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster N-
hidroxisuccinimida del &cido e-maleimidocaproico (EMCS),
ester N-hidroxisuccinimida-m-maleimidobenzoilo (MBS), ester
N- (x~maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-6-

(B-maleimidopropionamido)hexancato (SMPH), N-succinimidil-

4~ (p-maleimidofenil)-butirato (SMPB) , N-(p-
maleimidofenil) iscocianato (PMPI), N-(succinimidil-4-
(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB), N-succinimidil
yodoacetato (SIA), N-succinimidil bromoacetato (SBA) y N-

succinimidil 3- (bromoacetamido)propionato (SBAP).

39.- El1 proceso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 37 caracterizado porque el reactivo de
reticulacién bifuncional se selecciona del grupo que
consiste de N-succinimidil 4-(2-piridilditio)butanoato

(SPDB), N-succinimidil 4-(2-piridilditio)pentanocato (SPP) vy

N-succinimidil 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato
(SMCC) .

40.- El proceso de conformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 37, caracterizado porque el

reactivo de reticulacién bifuncional es N-succinimidil 4-

(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC).

41.- E1 proceso de conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 25, porque el anticuerpo es

trastuzumab, el reactivo de reticulacidén bifuncional es N-
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succinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexancarboxilato (SMCC)
y el maytansinoide es N?-deacetil-N? - (3-mercapto-1-

oxopropil)-maitansina (DM1).
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PROCESO PARA PREPARAR CONJUGADOS DE ANTICUERPO Y

MAYTANSINOIDE

CAMPO DE LA INVENCION

[0001]Esta invencidén pertenece a un proceso para
preparar conjugados de sustancialmente alta ' pureza vy

estabilidad, en donde los conjugados comprenden un agente

de enlace celular guimicamente acoplado a un férmaco.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0002]E1 tratamiento de cancer ha progresado
significativamente con el. desarrollo de productos

farmacéuticos que llegan mé&s eficientemente a y matan a

, células cancerosas. Para este fin los investigadores han

tomadb ventaja de receptores de superficie celular vy
antigenos expresados selectivamente por células de cancer
para desarrollar féarmacos basados en anticuerﬁos que
enlazan a antigenos especificos de tumor o asociados a
tumor. A este respecto, moléculas citotdxicas tales como
bacterias y toxinas vegetales, radionucledétidos, y ciertos
férma;os quimioterapéuticos han sido ligados gquimicamente a
anticuerpos monoclonales que enlazan a antigenos de
superficie celular asociados a tumor o especificoé de tumor
(ver, por ejemplo, las Solicitudes de Patentes
Internacionales WO 00/02587, WO 02/060955, y WO 02/092127,
Patentes U. S. Nos. 5,475,092, 6,340;701, y 6,171,586,
Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2003/0004210

Al, y Ghetie y colaboradores, J. Immunol. Methods, 112:267-
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277 (1988). Dichos compuestos son mencionados tipicamente
como toxina, radionucledétido, y “conjugados” de farmaco,
respectivamente. A menudo también son mencionados como
inmunoconjugados, radioinmunoconjugados, e inmunotoxinas.
La muerte de células tumorales tiene lugar a partir del
enlace del conjugado de farmaco a una célula tumoral vy
liberacién y/o activacidén de 1la actividad citotdxica del
farmaco. La selectividad producida por conjugados de
fadrmaco minimiza la toxicidad hacia células normales,
mejorando asi la toleraﬁcia del farmacdo en el paciente.
[0003]Se han descrito previamente procesos para
conjugar anticﬁerpos' ai agentes citotdéxicos que contengan B
sulfhidrilo tales como maytansinoides (ver, por ejemplo las
Patentes U.S. Nos 5,205,020, 5,416,064, vy 6,441,163). Por
ejemplo, las Patentes;'U.S. Nos. 5,208,020 vy 5,416,064
describen un proceso para fabricér conjugados de
maytansinoide-anticuerpo en donde el anticuerpo es primero
modificado con un reactivo heterobifuncional tal como se
describe en las Patentes U.S. Nos. 4,149,003, 4,563,304 vy
Publicacién de Solicitud de Patente No. 200470241174 Al.
Patentes Q.S. 5,208,020 y 5,416,064 describen
adicionalmente la conjﬁgacién de un‘anticuerpo modificado
con un exceso de un agente citotdéxico gue contenga
sulfhidrilo a pH de 7, seguido pbr purificacidén sobre
columnas para cromatografia Sephadex{rM G25. La pﬁrificacién
de conjugados de anticﬁerpo—férmaco:po; cromatografia por
exclusién de tamafio (SEC) también se ha'descrifo (ver, por

ejemplo, Liu y colaboradores, Procc. Natl. Acad. Sci.

[T
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(Usay, 93: 8618—8623‘ (1996), -y Chari vy colaboradores,
Cancer Research, 52: 127—131 (1992)).

[0004]Los procesos que se han descrito previamente
para la fabricacién de los conjugados anticuerpo-farmaco
son complejos porque estdn obstaculizados con etapas que
son incémodas, para realizar o producir inmunoconjugados
gue son menos puros o menos estables que lo deseable
6ptimamente. Por ejemplo, la conjugacién a un pH de entre
6.0 y 6.5 no es éptida para producir conjugados puros vy
estables. Ademas, la ieaccién de conjugacidén bajo estas
condiciones son generalmente lentas e ineficientes,
conduciendo a un requerimiento de tiempo excesivo y consumo
de material.

[0005]Seria deseable modificar o eliminar una o mas
etapas de fabricacién sin comprometer la calidad del
producto, tales como pﬁreza y/o estabilidad. Seria deseable
adicionalmente tener opciones de purificacién adicional que
las que han sido descritas hasta ahora en cuanto a algunas
opciones seran mas eficientes con ciertas combinaciones de
agentes de enlace celuiar, enlazadores, y farmacos, que con
otros. |

[0006]1En vista de lo anterior, existé una necesidad en
el arte para desarrollér métodos mejorados de preparar
composiciones de conjugados de farmaco- agente de enlace
celular que son sustancialﬁente de alta pureza y al mismo
tiempo tienen mayor estabilidad. La invencién proporciona
un método tal. Estas y otras ventajas de la invencién, asi

como ‘también aspectos adicionales de la invencién, seran

BB0I35 4/
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obvias a partir de la descripcién de la invenciédn

proporcionada en la presente.

BREVEESUMARIO DE LA INVENCIQN'

- [0007]La invencién proporciona ‘un proceso  para
preparar un conjugado- sustancialmente de alta pureza vy
estabilidad que comprende un agente de enlace celular
quimicamente acoplado éa un farmaco. El proceso comprende
(a) poner en contacto un agente de enlace celular con un
reactivo de reticulacién bifuncional para fijar
covalentemente un enlace al agente de enlace celular vy
preparar asi una primera mezcla que comprenda agentes de
enlace celular que tengan ligantes enlazados a los mismos,
(b) someter la primera mezcla a filtracidén de flujo
tangencial, cromatogrdfia por absorciédn, filtracién por
adsofcién, precipitacién selectiva, o combinaciones de los

mismos, y preparar asi una primera mezcla purificada de

agentes de enlace celular que tengan ligantes enlazados a

éstos, (c)conjugar un fé&rmaco a los agentes de enlace
celular que tengan ligantes enlazados a éstos en la primera
mezcla purificada por reaccién de los agentes de enlace
celular que tengan ligantes enlazados a los mismos con un
farmaco en una solucién que tenga un pH de aproximadamente
4 a aproximadamente 9  para preparar una segunda mezcla Que

comprenda (i)agente de enlace celular guimicamente acoplado

a través del enlace al farmaco, (ii) sub-productos de

reaccién, y (d) someter la segunda mezcla a filtracidén de

flujo tangencial, cromatografia de adsorcién, filtracidn de

goat3s
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adsorcién, precipitacién selectiva, o combinaciones de 1los
mismos para purificar los agentes de enlace celular
quimicamente acoplados a través de enlacés al farmaco desde
otros cémponentes de la segunda mezcla 'y preparar asi una

segunda mezcla purificada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[o008]La invencidén proporciona un proceso para

preparar conjugados de farmaco-agente de enlace celular

sustancialmente de alta pureza vy estabilidad. Dichas

composiciones pueden ser usadas para tratar enfermedades a

causa de la alta pureza y estabilidad de los conjugados.

Composiciones que comprenden un agente de enlace celular,
tal como un anticuerpo, quimicamente acoplado a un farmaco,
tal como un maytansinoide, son descritos en, por ejemplo,
la Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No.

2004/0241174 Al. En este contexto, sustancialmente alta

o

pureza se considera ser: (a) mayor que 90

4
preferiblemente mayor que 95 %, de especies conjugadas sean

monoméricas, vy/o (b) el nivel de farmaco libre en 1la

o)

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

al farmaco total).

[0009]A este respecto, el proceso de 1la invencidén
comprende (a) modificai el agente de eniace celular con un
reactivo reticulador bifuncional para fijar chaientemente
un ligante al agente de enlace celular y asi preparar una
primera mezcla que comprenda agentes de enlace celular que

tengan ligantes enlazados a los mismos, (b) someter la

000237
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primera mezcla a filtracién de flujo tangencial,
cromatografia de adsorcién, filtracidén de _adsorcién,
precipitacidn selectiva, o combinaciones de los mismos,
para purificar los agentes de enlace celular que tengan
ligantes enlazados a 10s mismos desde otros componentes de
la primera mezcla vy asi preparar uba primera mézcla
purificada de agentes de enlace celular que tengan ligantes

enlazados a los mismos, (c)conjugar wun farmaco a los

agentes de enlace celular que tengan ligantes enlazados a

los mismos en la primera mezcla purificada haciendo
reaccionar los agentes de enlace celular que tengan
ligantes enlazados a los mismos con el farmaco en una
solucién que tenga un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 9 para preparar una "segunda mezcla que
comprenda (1) agente. de enlace celular . quimicamente
acoplado a través del ligante al farmaco, (ii) farmaco
libre, y (iii)sub-productos de reaccidén, y (d) someter la
segunda mezcla a filtracién de  flujo tangencial,
cromatografia de adsorcidn, filtracién de adsorciédn,

precipitacién selectiva, o combinacién de los mismos, para

remover los farmacos, reactantes y sub-productos noe

conjugados, asi como también para obtener conjugados de
farmaco - agente de enlace celular sustancialmente
purificados. Opcionalmente, el proceso de la invencién

comprende ademds  detener la mezcla entre al menos uno de

los pasos a-b, pasos b-c y/o los pasos c-d con el fin de

liberar los ligantes enlazados inestablemente del agente de

enlace celular.

]

R

155

Y



@

10

15

20

25

[0010]Preferiblemente, filtraciédn dé flujo tangencial
(TFF, también conocido como filtracién, ultrafiltracidén vy
diafiltracién de flujo transversal), y/o resinas para
cromatografia de adsorcién son utilizados en laé etapaé de
purificacién. No obstante, cuando se usé TFF en la primera
etapa de purificacidén (etapa b) en (etapa c), se usd una
conjugacidén a pH de 6.0 - 6.5, y se utilizod una resina para
cromatografia de adsorcién en la segunda etapa de
purificacién (etapa d), se prefiridé que la resina para
cromatografia de adsorcidén no sea una resina de intercambio
iénico. En otras modalidades preferidas, se utiliza TFF en
ambas etapas de purificacién, resinas para cromatografia de
adsorcién se utilizaron en ambés etapas de purificacién. De
manera alternativa, se utilizé una resina para
cromatografia de adsorcidén en la primera etapa de
purificacién, y TFF se wutilizdé en la segunda etapa de
purificacién. Una combinacién de TFF y de una resina para
cromatografia de adsércién puede ser utilizada en la
primera y/o en la segunda etapa de purificacidén también.

[0011]Pueden utilizarse cualquiera de los sistemas de
TFF adecuados, incluyendo un sistema de tipo Pellicon
(Millipore, Billerica, MA), un sistema de Cartucho Sartocon
(Sartofius AG, Edgewdod, NY), y un sistema de tipo'
Centrasette (Pall Corp., East Hills, NY).

[0012] Puede utilizarse cualquier resina para .
cromatografia de adsorcién. Las resinas para cromatografia
de adsorcién preferidas incluyen resinas para cromatografia

de hidroxiapatita, cromatografia por induccién de carga

s /y)/
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hidrofébica (HCIC), cromatografia por interaccidn
hidrofébica (HIC), cromatografia por intercambio idnico,
cromatografia por intercambio idénico en modalidad de
mezcla, cromatografia por afinidad del metal inmovilizado
(IMAC), cromatografia de ligando tefiido, cromatografia por
afinidad, cromatografia en fase inversa, y combinaciones de
las mismas. Ejemplos de resinas de hidroxiabatita adecuadas

incluyen hidroxiapatita cerdmica (CHT de tipo I y de Tipo

II, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), hidroxiapatita HA

Ultragel (Pall Corp, East Hills, NY), vy fluoroapatita
cerdmica (CFT de Tipo I y de Tipo II (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). Un ejemplo de una resina de HCIC adecuada
es la resina MEP Hype&cel (Pall Corp., East Hills, NY).
Ejemplos de resinas HIC adecuadas incluyen las resinas
Butyl—Sepharose,'Hexyl;Sepharose, Phenyl-Sepharose, y Octyl
Sepharose (todas de GE HealthCare, Piscataway, NJ), asi

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

Butyl (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de.

resinas de intercambio iénico adecuadas incluyen resinas
SP-Sepharose, CM-Sepharose, ¥y Q-Sepharose (todas de GE
HealthCare, Piscataway, NJ), y la resina Unosphere S (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, Ca) . Ejemplos de
intercambiadores iénicos en la modalidad de mezcla
adecuadas incluyen la; resina Bakerbond Abx (JT Baker,
Phillipsburg, NJ). Ejemplos de resinas IMAC adecuadas
incluyen la resina Chelating Sepharose (GE HealthCare,
Piscataway, NJ) y la resina Profinity IMAC (Bio-Rad

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

eaeaI40

A



‘

10

15

20

25

tefiido adecuadas incluyen 1la resina Blue Sepharose (GE
HealthCare, Piscataway, NJ) y la resina Affi-fel Blue (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de resinas por
afinidad'adecuadag in?luyen la resina Protein A Sepharose
(por ejemplo, MabSeleét, GE HealthCare, Piscataway, NJ),
donde el agente de enlace celular es un anticuerpo, las
resinas por afinidad de lectina, por ejemplo, la resina
Lentil Lectin Sepharose (GE Health Care, Piscataway, NJ),
donde el agente de enlace celular posee3sitios de enlace de .
lectina apropiados. ;Alternativamente puede usarse un
anticuerpo especifico al agente de enlace celular. Un
anticuerpo tal puede ser inmovilizado en, por ejemplo, la
resina Sepharose 4 Fast Flow (GE HealthCare, Piscataway,
NJ). Ejemplos de resinas para fase inversa adecuadas
incluyen las resinas C4, C6, y Cl8 (Grace Vydac, Hesperia,
CAa).

[0013]De conformidad con el método de la invencidn, se
produce una primera mezcla que comprénda un agente de
enlace celular que tenga ligantes enlazados al mismo, asi
como ﬁambién reactaﬁtes y otros sub-productos. La
purificacién del agente de enlace celular modificado a
partir de reactantes y sub-productos se lleva a cabo
sometiendo la primera mezcla a un proceso de purificacidn.
A este respecto, la primera mezcla puede ser purificada
usando filtracién de flujo tangencial /TFF), por ejemplo
proceso de filtracién de flujo tangencial basado en
membrana, cromatografia de adsorcidn, filtracidén por

adsorcién, o precipitacién selectiva, o cualguier otro
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proceso de purificacién adecuado, asi como también
combinaciones de los mismos. Esta primera etapa de
purificacién proporcioﬁa una primera mezcla purificada, es
decir una concentracién creciente del agente de enlace
celular que tenga ligantes enlazados al mismo y una

cantidad decreciente del reactivo reticulador bifuncional

sin enlazar, en comparacidén con la primera mezcla antes de

purificacién de conformﬁdad con la invenciédn.

[0014] Después de épurificacién de la primera mezcla
para obtener una primera mezcla purificada de égentes de
enlace celular que tenéan ligantes enlazados a los mismos,
un farmaco es conjugad§ a los agentes de enlace celular que
tengan ligantes enlazados a los mismos en la primera mezcla
purificada por reacciéh de los agentes de enlace celular
que tengan ligantes enlazados a los mismos con un farmaco
en una solucidén que ténga un pH desde aproximadamente 4 a
aproximadamente 9, después de lo cual se produce una
segunda mezcla que cbmprende (1) el agente de enlace
celular quimicamente acoplado a través del ligante al
farmaco, (ii) farmaco 1libre, vy (iii) sub-productos de
reaccién. Mientras que la reaccién de conjugacién es

efectuada a un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9,

la reaccién se efectua preferiblemente a un pH de

aproximadamente 6 o menos o a pH de aproximadamente 6.5 o
mayor, mas preferiblemente a un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 6 o© é un pH de aproximadamente 6.5 ‘a
aproximadamente 9, y. especialmente a un pH de 4 a menos de

6 o a un pH mayor gque 6.5 a 9. Cuando la etapa de
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conjugacidén es efectuada a un pH de aproximadamente 6.5 o
mas, algunos farmacos gque contienen sulfhidrilo pueden
tener tendencia a dimerizar por medio de la formacién de
enlaces disulfﬁro. Puede requerirse, la remocidén de huellas
de metales y/o de oxigeno a partir de la mezcla de
reaccién, asi como  también “adicién opcional de
antioxidantes o €1 wuso de ligantes con mds grupos
desplazables reactivos, o adicidén de farmaco en mas de una
alicuota, para permitir la reaccidén eficiente en una
situacién tal.

[0015]0pcionalmente, la purificacidn del agente de
enlace celular modificado puede ser omitida. En una
situacién tal, el farmaco puede ser afiadido simuiténeamente
con el reactivo reticulador o al mismo tiempo, por ejemplo
1, 2, 3, o mé&s horas después de adicién del reactivo
reticulador al agente de enlace celular.

[0016]E1 método de ‘la invencién puede incluir
opcionalmente la adicién de ‘sacarosa en la etapa de
conjugacién, usada en el método de la invencidén para
incrementar la solubilidad y lé recuperacién de conjugados
de farmaco-agente de enlace celular. Deseablemente, la
sacarosa es afiadida a ﬁna concentracién de aproximadamente
0.1 % (peso/volumen) a aproximadamente 20 % (peso/volumen)

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

o0

aproximadamente 5 % (peso/volumen) aproximadamente 10

(peso/volumen) aproximadamente 15 % (peso/volumen), o

o)

aproximadamente 20 % (peso/volumen)). Preferiblemente, la

sacarosa es afiadida a una concentracidén de aproximadamente
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1 ¢ (peso/volumen) a aproximadamente 10 % (peso/volumen)
(por ejemplo, aproximadamente 2 % (peso/volumen),

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

[o)

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

la reaccidén de conjugaciédn también puede comprender la
adicién de un agente regulador. Cualquier agente regulador
adecuado conocido en el arte puede ser usado. Los agentes
reguladores adecuados incluyen, por ejemplo, un regulador
de citrato, un regulador de acetato, un regulador de
succinato, y un regulador de fosfato.

[0017]Después de la etapa de conjugacidén, la segunda
mezcla es sometida a una etapa de purificacidén. A este
respecto, la segunda mezcla puede ser purificada usando
filtracién de flujo tangencial (TFF), por ejemplo un
proceso de filtracién de flujo tangencial basado en
membrana, cromatografia de adsorciodn, filtracidén de
adsorcién, precipitacién selectiva, o cualquier otro
proceso de purificaéién adecuado, asi como también
combinaciones de los mismos, los cuales se exponen en la
presente. Esta segunda etapa de purificacién proporciona
una segunda mezcla purificada, es decir, una concentracién
creciente del agente de enlace celular quimicamente
acoplado a través de los ligantes al fédrmaco y una cantidad
decreciente de uno o mas componentes diferentes de la
segunda mézcla, en comparacién con la segunda mezcla antes
de purificacidn de conformidad con la invencién.

[0018]El proceso de la invencién opcionalmente ademéas

comprende una etapa de detencién después de la modificacién

066044
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del agente de enlace celular con un agente reticulante
bifuncional. La etapa de detencién comprenden mantener 1la
solucién a una tempe#étura adecuada por un periodo de
tiempo para liberar los ligantes enlazados inestablemente
del agente de enlace celular mientras que no se liberan
sustancialmente los 1ligantes enlazados estabiemente del
agente de enlace celular. De manera deseable, el paso de
detencién comprende mantener la solucidén a una temperatura
de aproximadamente 2°C’ hasta aproximadhmente: 8°C por un
periodo de al menos alrededor de 12 horas por hasta 30 dias
o mas. Alternativamente, la duracién del paso de detencién
puede ser sustancialmeﬂte reducida mediante la realizacidn
del paso de detencién a temperatura elevada, con la
temperatura maxima limitada por la estabilidad del
cpnjugado agente de enlace celular-farmaco. Porx ejemplo,
para un conjugado anticuerpo-farmaco, el paso de detencién
puede ser realizado en;hasta aproximadamente 37°C por hasta
aproximadamente cuatro 'semanas, de preferencia, entre dos a
cuatro semanas, incluso mas préferiblemente,.entre una y
dos semanas y mas de @referencia por aproximadamente una
semana o menos (por ejémplo, 2 horas hasta aproximadamente
seis dias). Los valores preferidos de pH para la etapa de

detencidén oscilan desde aproximadamente 6 a 10. Valores de

pH mas preferidos se encuentran entre aproximadamente 6.5 y

8.5. De preferencia; el paso de detencién comprende
incubar la mezcla que comprende el agente de enlace celular
modificado a 4°C a un pH de 6.5 por al menos

aproximadamente 12 horas hasta 4 semanas. Mas de

BBaILZS:

ps



10

15

20

25

14

preferencia, el paso de detencién comprende incubar la
mezcla que comprende el agente de enlace celular en un
intervalo entre 20 y 30°C a un pH de aproximadamente 6.5
por aproximadamente 12:horas hasta alrededor de 1 semana.
El paso de detencidén puede ser realizadd antes o después de
que el agente de enlaée celular es conjugado al farmaco.
Preferiblemente, el %paso de detencidén es reali;ado
directamente después ?e la modificacién del agente ce
enlace celular con el %eactivo reticulante bifuncional.
[0019]1En una moéalidad, la duracién del paso de
detenciédn puede ser sustancialmente reducida mediante 1la
adicién de nucledfilos. Los nucleéfilos pueden ser
agregados- durante el paso de conjugacién y el paéo de
detencién puede ser réalizado de manera simultanea con la
conjugacion. En ef contexto de la invencidén, los
nuclebéfilos son parteséqpimicas que pueden reaccionar con
grupos éster e imidazdlamidas sobre los agentes de enlace
celular en soluciones acuosas. Son conocidos en el arte
adecuados nucleéfilos e incluyen, vpor ejemplo, aminas
primarias, es decir, RNH,, donde R es un grupo alquilo o
aromatico; o aminas secundarias, es decir, RR'NH, donde R y
R’ son grupos alquilo: o aromatico. También las aminas
pueden ser aminodcidos, péptidos que contienen aminoacidos
de 1lisina, péptidos que contienen grupos alfa-amino o
grupos amino secundariés no naturales, o aminas solubles en
agua. Los nucleéfilo% pueden estar en solucidén, in un
estado polimérico, o :én una forma inmovilizada como un

reactivo en fase sdlida. Ejemplos de nucledéfiloes
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adecuados en solucién incluyen, pero no estan limitados a
glicilglicina, glicina, taurina (2-aminocetansulfonato de
sodio), etanolamina, dietanolamina, lisina, hidroxilamina,
hidracina, imidazol, ; histidina, etilamina, 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3—proﬁan-diol y 4-amino-1-butanol. Las
concentraciones adecuaaas de nucledéfilos solubles oscilan
desde aproximadamente 0.1 mM hésta el limite de solubilidad
para el nucledéfilo particular. Ejemplos de nucleéfilos en
un estado polimérico, incluye pero no se limita a
poli (etilenimina), poli-lisina y péptidos con aminoiacidos
de lisina v péptidos i que contienen grupos alfa-amino o
grupos amino secundarios no naturales. Ejemplos de
nucleéfilos en forma iﬁmovilizada como un reactivo de fase
sbélida incluye, pero no se limita a aminas ligadas a fase
sélida, tal como EAH Sefarosa 4B Y perlas de
aminometilpoliestireno. Para nucleéfilos de.fase sbélida,
la cantidad molar de émina en fase sdélida debe estar en
exceso éobre la cantidad del reticulante enlazado al agente

de enlace celular.

[0020]El agente de enlace celular puede ser cualquier
agente adecuado que enlace a una célula, tipicamente vy
preferiblemente una célula animal (por ejemplo, una célula
humana). El agente de enlace celular preferiblemente es un
péptido o un polipéptido. Los agentes de enlace celular
adecuados incluyen, pof ejemplo, anticuerpos (por ejemplo,

anticuerpos monoclonales y fragmentos de los mismos) .,

linfoquinas, hormonas, factores de crecimiento, moléculas
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de transporte de nutrientes (por ejemplo, transferrina), vy
cualquier otro agente ¢ molécula que especificamente enlace
a una molécula objetivo sobre la superficie de una célula.
[0021]E]l término “anticuerpo", como se usa en la
presente, se refiere a;cualquier inmunoglobulina, cualquier
fragmento de inmunoglobulina, tal como Fab, F(ab’)2, dsFv,
sFv, diacuerpos, y triacuerpos, o) inmunoglobulinas
quimeras, las cuales pueden enlazar a un antigeno sobre la
supérficie de una célﬁla (por ejemplo, que contenga una
regidén determinante de complementaridad (CDR)). Puede
usarse cualqguier antiéuerpo adecuado como el agente de
enlace celular. Un exberto en el arte apreciard que la
selecciédén vde un anticuerpo adecuado dependerd de la
poblacién celular a sér considerada. A este respecto, el
tipo y nimero de molécﬁlas de superficie celular (es decir,
antigenos) que son selectivamente expresados en una
poblacién celular particular (tipica y preferiblemente una
poblacidén celular enferma), gobernard la seleccidédn de un

anticuerpo apropiado para uso en la composicién de 1la

invencién. Perfiles de expresién en superficie celular son

conocidos para una amplia variedad de tipos celulares,
incluyendo tipos celulares tumorales, o, si no se sabe,
puede ser determinado usando técnicas de bioclogia molecular

e histoquimica de rutina.

[0022]E1 anticuerpo puede ser policlonal o monoclonal,

pero mas preferiblemente es un anticuerpo monoclonal. Como
se usa en la presente, anticuerpos “policlonales”, se

refieren a poblaciones heterogéneas de moléculas de
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anticuerpos, tipicamente contenidas en el suero de animales
inmunizados. Anticuerpos “monoclonales”, se refieren a
poblaciones homogéneas;de moléculas de anticuerpos que son
especificas para un ahtigeno particular. Los anticuerpos
monoclonales son prodqcidos tipicamente por medio de un
solo clon de linfocitos B (“células B”). Los anticuerpos
monoclonales pueden obtenerse usando una variedad de
técnicas conocidas por;los expertos en el arte, incluyendo
la tecnologia esténdaﬁ del hibridoma (ver, por ejemplo,
Khéler & Milstein, Eur J. Immunol., 5: 511-519 (1976),
Harlow y Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CHS
Press (1988), vy C.Au Janeway y colaboradores (eds.),
Immunobiology, 5%. Ed., Garland Publishing, New York, NY
(2001)). En resumen, €l método del hibridoma de producir
anticuerpos monoclonales tipicamente involucra inyectar a
cualquier animal adecuado, tipica y preferiblemente un
ratén, con un antigenp (e s decir, un inmundégeno). ElL
animal es sacrificado subsécuentemente, y células B
aisladas de su bazo son fusionadas con células de mieloma
huméno. Se produce una célula hibrida (es decir, un
“hibridoma”), el cuél prolifera  indefinidamente y
consecuentemente secreta titulos altos de un anticuerpo con
la especificidad deseada in vitro. Puede usarse cualquier
método adecuado conoc&do en el arte para identificar

células- hibridoma que producen un anticuerpo con la

especificidad deseada. Dichos métodos  incluyen, por

ejemplo, el ensayo de inmunosorbente ligado a enzima

(ELISA), anélisis por tincidén Western, y radioinmunoenSayo.
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La poblacién de hibridomas es cribada para aislar clones
individuales, cada uno de 1los cualeé secreta una sola
especie de anticuerpo al antigeno. Porque cada hibridoma es
un clon derivado de la fusidén con una sola célula B, todas
las moléculas del anticuerpo producidas son idénticas en
estructura, incluyendo. su sitio de enlace antigénico e
isotipo. Los anticuergps monoclonales también pueden ser
generados usando otraé técnicas édecuadas incluyendo la
tecnologia del hibridoma-EBV (ver, por ejemplo, Haskard y
Archer, J. Immunol. Methods, 74(2):361-67 (1984), y Roder vy
colaboradores, Methods Enzymol., 121: 140-67 f1986)),
sistemas de expresidén! en vector bacteridéfago (ver, por
ejemplo, Huse y colaboradores, Science, 246:1275-81
(1989)), o biblioteéas5de exéosicién de fago que comprenden
fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y scFv (regién
variable de cadena unica) (ver, por ejemplo, las Pafentes
U.S. 5,885,793 y .5,969,108, y las Solicitudes de Patentes
Internacionales Nos. WO§92/OiO47 y WO 99/06587).

[0023]El anticuerpo monoclonal puede ser aislado a
partir de o producido en cualquier animal adecuado, pero es
preferiblemente prod@cido en un mamifero, mas
preferiblemente un ratén o humano, y més preferiblemente
un humano. Métodos parajproducir un anticuerpo en ratdén son
conocidos por los expertos en el arte y se describen en la
presente, Con respecto a anticuerpos humanos, un experto
en el arte apreciara dque pueden. aislarse anticuerpos
policlonales del suero de sujetoé humanos vacunados o

inmunizados con un antigeno apropiado. Alternativamente,
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los anticuerpos humanos pueden ser generados adaptando
técnicas conocidas .para producir anticuerpos humanos en
animales no humanos tales como ratones (ver, por ejemplo,
las Patentes U.S. 5,545,806, 5,569,825,‘y 5,714,352, y la
Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2002/0197266
Al).

[0024]Mientras «que sea la seleccidn ideal para
aplicaciones terapéuticas en humanos, anticuerpos humanos,
particularmente anticuerpos monoclonales humanos,
tipicamente son mas dificiles de generar que anticuerpos
monoclonales de ratdédn. Los anticuerpos monoclonales de
ratén, no obstante, inducen wuna respuesta réapida -del
huésped cuando se administra a humanos, lo cual puede
reducir el potencial terapéutico y de diagnéstico del
conjugado farmaco-anticuerpo. Para eliminar estas
complicaciones, un anticuerpo monoclonal, preferiblemente
no es reconocido como “extrano” por el sistema inmune
humano.

[0025]Para este fin, puede usarse la exposicidén del
fago para generar el anticuerpo. A este respecto,
bibliotecas de fago que codifican a dominios variables (V)
de enlace antigénico de anticuerpos pueden ser generadas
usando técnicas de ADN recombinante y de biologia molecular
estandar (ver, por éjemplo, Sambrook y colaboradores
(eds.), Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3.
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New ‘York
(2001)). El fago que codifica a una fegién variable con la

especificidad deseada es seleccionado para enlace
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especifico al antigeno ' deseado, y se reconstituye un
anticuerpo humano coﬁpleto, que comprende el vdominio
variable seleccionado.: Secuencias de acido nucleico que
codifican al anticuerpb reconstituido son introducidas en
una linea celular adecuada, tal como una célula de mieloma

usada para produccién de hibridoma, de modo que anticuerpos

humanos que tengan las caracteristicas de anticuerpos
monoclonales son secretadas por la célula (ver, por
ejemplo, Janeway y | colaboradores, supra, Huse \Y

colaboradores, supra,f y Patente U.S. No. 6,265,150).
Alternativamente, anticuerpos monoclonales pueden ser
generados a partir de; ratones que son transgénicos para
genes de inmunoglobuliga de cadena ligera y pesada humanos
especificos. Dichos méfodos son conocidos.en el.arte y se
describen en, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5,545,806
y 5,569,825 y Janeway y, colaboradores, supra.

[0026]Més preferiblemente, el anticuerpo es un

anticuerpo humanizado. Como se usa en la presente, un’

anticuerpo “humanizado” es uno en el cual las regiones de

complementaridad (CDR) de un anticuerpo monoclonal de

rafén, que forman loé circuitos de enlace antigénico del
anficuerpo, son injertados sobre la estructura principal de
una molécula de anticuerpo humano. Debido a la similaridad
de las estructuras priﬂcipales de anticuerpos humanos y de

ratén, generalmente se acepta en el arte que este

procedimiento produce  un anticuerpo monoclonal dque es

antigénicamente idéntico a un anticuerpo humano pero enlaza

al mismo antigeno que el anticuerpo monoclonal de ratdn a
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partir del cual las secuencias de CDR se derivaron.

Métodos para generar : anticuerpos humanizados son bien.

conocidos en el arte y se describen con detalle en, por
ejemplo, Janeway y colaboradores, supra, Patentes U.S.
5,225,539, 5,585,089 Y 5,693,761, Patente Europea No.

0239400 Bl, y patente del Reino Unido No. 2188638. Los

anticuerpos humanizados pueden también ser generados usando

la tecnologia de resupérficie de anticuerpo descrita en la
Patente U.S. 5,639,6413y Pedersen y colaboradores, J. Mol.

Biol., 235: 959-973 (1994). Mientras que el anticuerpo
empleado en el conjugado de la composicién de ia invencién
mas preferiblemente es un anticuerpo monoclonal humanizado,
un anticuerpo monoclonal humano y un-anticuerpo monoclonal
de ratdén, como se describieron anteriormente estédn en el
alcance de la invencién{

[0027]Fragmentos de anticuerpo que tienen al menos un
sitio de enlace antigéﬁico, y por consiguiente reconocen y
enlazan a al menos un antigeno o receptor presente sobre la
superficie de una célula diana, también estadn en el alcance
de la invenciédn. A este respecto, la fragmentacidn
proteolitica de una H@lécula de anticqerpo intacto puede
producir wuna variedadj de fragmentos de anticuerpo que
retienen la habilidad para reconocer y enlazar antigenos.
Por ejemplo, la digestién limitada de una molécula de
anticuerpo con la papaina proteasa tipicamente produce tres
fragmentos, dos de los cuales son  idénticos vy son
mencionados como fragmentos Fab, cuando ellos retienen la

actividad de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo
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precursora. La fragmentacién de una molécula de anticuerpo
con la pepsina enzimatica normalmente produce dos
fragmentos de anticuer?o, uno de los cuales retiene ambos
ramales de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo,
3% es por consiguiente mencionado como el fragmento
F(ab’),. La reduccién de un fragmento F(ab’)2 con
ditiotreitol o mercaptoetilamina produce un fragmento
mencionado comoc un fragmento Fab’. Un fragmento de
anticuerpo de regidn Qariable de cadena unica (sFv), que
consiste de un fragmento Fab truncado que comprende el
dominio variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo
ligado a un dominio V de una cadena ligera de énticuerpo
via un péptido sintét#co, puede ser generado usando las
técnicas de tecnologiaéde ADN recombinante de rutina (ver,
por ejemplo, Janeway y colaboradores, supra). De manera
similar, fragmentos deé regidén variable estabilizadas con
disulfuro (dsFv) puedeh ser preparados por ftecnologia de
ADN recombinante (ver, por ejemplo, Protein Engineering, 7:
697-704 (1994)). Fragmento% de anticuerpo en el contexto de
la invencién, no obstante, no se limitan a estos tipos
ejemplares de fragmentos de anticuerpos. Puede emplearse
cualquier fragmento de anticuerpo que reconozca y enlace a
un receptor de superficie celular o antigeno deseados.
Adicionalmente, se describen fragmentos de anticuerpo en,
por ejemplo, Parsham, J. Immunol., 131:2895-2902 (1983),
Spring y colaboradores: J, Immunol., 113:470-478 (1974), vy
Nisonoff y colaboradores, Arch. Biochem Biophys., 89: 230-

244 (1960). E1 enlacé de antigeno-anticuerpo puede ser
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ensayado usando cualquier método conocido en el arte
disponible, tal como, por ejemplo, radioinmunoensayo (RiA),
ELISA, tincidn Western; inmunoprecipitacidén, y ensayos de
inhibicién comparativ@s (ver, por ejemplo, Janeway VY
colaboradores, supra, i Publicacidén de Solicitud de Patente
U.S. No. 2002/0197266 Al). |
[0028]Ademés, el ,anticuerpo puede ser un anticuerpo
quimérico o un fragmeﬁto de enlace antigénico del mismo.
Por “quimérico” se ﬁuiere decir, que el anticuerpo
comprende al menos do; inmunoglobulinas, o fragmentos de
las mismas, obtenidas é derivadas de al menos dos especies

diferentes (por ejemplo, dos inmunoglobulinas diferentes,

- tales como la regidén constante de inmunoglobulina humana

combinada con una regidén variable de inmunoglobulina de
roedor). El anticuerpo' también puede ser un anticuerpo de
dominio (dAb)o un fragmento de enlace antigénicé@del mismo,
: Ol
b

tal como, por ejemplo, un anticuerpo de camélidé (ver, por

ejemplo, Desmyter y colaboradores, Nature, Stru¢i. Biol. 3:

752, (1996)), o un anticuerpo de tiburdn, tay como, pox
ejemplo, un nuevo receptor antigenico (IgNARﬂ (ver, por
ejemplo, Greenberg y <colaboradores, Nature* 374: 168

(1995), y Stanfield vy colaboradores, Science, |305: 1770-

1773 (2004)).

. |
[0029] Puede usarse cualquier anticuerpo adecuado en el
g

contexto de 1la invencién. Por ejemplo, el?ianticuerpo
monoclonal J5 es un anticuerpo de IgG2a de rogdor que es
especifico para el Antigeno de Leucemia Linfobléética Aguda

Comun (CALLA, Commun Acute Lymphoblastic Leukeniia Antigen)
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(Ritz y colaboradores,vNature, 283: 583-585 (1980), y puede
ser usado en células objetivo que expresan a CALLA (por
ejemplo, células de leucemia 1linfoblastica aguda). EL
anticuerpo monoclonal ‘MY9 es un anticﬁerpo de IgGI de
roedor que enlaza especificamente al antigeno de CD33
(Griffin vy colaboradorés, Leukemia Res., 8: 521 (1984), vy
puede ser usado para células objetivo que expresan a CD33
por ejemplo, células mieldégenas agudas (AML)).

[0030]De manera similar, el anticuerpo monoclonal
anti-B4 (también n@ncipnado como B4) es un anticuerpo de
IgGl de roedor que enlaza al antigeno de CD19 en células B
(Nadler y colaboradores, J. Immunol, 131: 244-250 (1983)),
y puede ser usado en células B objetivo o células enfermas
que expresan a CDl19 (por ejemplo, células de linfoma
diferente al de Hodgkin y células de leucemia linfoblastica
crénica). N901 es un anticuerpo monoclonal de roedor que
enlaza al antigeno de CD56 (molécula de adhesidén celular
neural) encontrado en., células de origen neuroendocrino,
incluyendo tumor de pulmén de células pequerias, el cual
puede ser usado en el conjugado para llegar a células de
origen neuroendocrino. Los anticuerpos J5, MY9 y B4
preferiblemente son resuperficiados o humanizados antes Qe
su uso como parte del conjugado. La resuperficiacién o
humanizacidén de anticﬁerpos se describelenq por ejemplo,
Roguska y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:
969.73 (1994).

[0031]Ademds, el anticuerpo monoclonal C242 enlaza al

antigeno CanAg (ver por ejemplo, , la Patente U.

S. :
000056 //‘f/
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5,552,293), y puede ser usado para llegar al conjugado a
CanAg que se expresan en tumores, tales comc de canceres
cclon rectal, pancreatico, de pulmén de células no
pequeﬁas, y pancreatico. HuC242 es una forma humanizada del

anticuerpo monoclonal C242 (ver, por ejemplo, la Patente

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

con el Numero de identificacién de ECACC 900112601. HuC242
puede ser preparado usando la metodologia de injerto de CDR
(ver, por ejemplo, 1las Patentes U.S. Nos. 5,585,089,
5,693,761, y 5,693,762) o la tecnologia de resuperficiacién
(ver por ejemplo, la Patente U.S. No. 5,639,641). HuC242
puede ser usado para conjugar a ceélulas tumorales que
expresan al antigeno de CanAg, tales como, por ejemplo,
células de cancer colénrectal, pancredtico, de pulmdén de
células no pequeflas, y gastrico.

[[0032]Para termin@r en células de céancer de ovario y
de cancer de préstataf un anticuerpo anti-MUC1l puede ser
usado como el agente de enlace celular_en el conjugado. Los
anticuerpos anti-MUC1 incluye, por ejemplo, anti-HMFG-2

(ver por ejemplo, Taylor- Papadimitriou y colaboradores,

Int. J. Cancer, 28: 17- 21 (1981)), hCTMO1l (ver, por

ejemplo, van Hof y colaboradores, cancer Res., 56: 5179-
5185)), y D56. Células de cancer de préstata también pueden
ser atacadas con el conjugado usando un antigeno anti-

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

enlace celular, tal como J591 (ver, por ejemplo, Liu Yy .

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

células de cancer que expresan al antigeno de HerZz, tales

ganas"
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como células de cénceres de seno, prdstata y de ovario,
pueden ser atacadas usando el trastuzumab del anticuerpo.
Anticuerpos anti- IGF-IR que enlazan al receptor del factor
de crecimiento de tipo insulina también pueden ser usadas
en el conjugado.

[0033]An£icuerpos; particularmente preferidos son
anticuerpos monoclonaies humanizados, ejemplos de 1los
cuales incluyen huN9014 huMy9-6, huB4, huC242, trastuzumab,
bivatuzumab, sibrotuzumab, y rituzumab (ver por ejemplo,
las Patentes 5,639,641@ y 5,665,357, Solicitud de Patente
Provisional U.S. No. 60/242,332 (la cual estad relacionada
con la Publicacidén de éolicitud de Patente No. 2005/0118183
Al), Solicitud de Patente Internacional WO 02/16401,
Pedersen y colaboradores, supra, Roguska y colaboradores,
supra, Liu y colaboradores, supra, Nadler y colaboradores,
supra, Colomer y colaboradores, Cancer Invest., 19: 49-56
(2001), Heider y colaboradores, Eur. J. Cancer, 312%:2385-
2391 (1995), Welt y colaboradores, J. Clin. Oncol., 12:
1193-1203 (1994), vy Méloney y colaboradores, Blood, 90:
2188-2195 (1997)). Més‘preferiblemente, el anticuerpo es el
anticuerpo monoclonal humanizado huNS801 o el anticuerpo
monoclonal humanizado huMy9-6. Otros anticuerpos preferidos
incluyen CNTO095, huDS6, huB4, y huC242. Se conocen en el
arte otros anticuerpos monoclonales humanizados y pueden
éer usados en conexidén con la invencidn.

[0034]Mientras qué el agente de enlace celular, es
preferiblemente un anticuerpo, el agente de enlace celular

también puede ser una molécula diferente de anticuerpo. Las
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moléculas diferentes dé anticuerpo adecuadas incluyen, por

ejemplo, interferones (por ejemplo, interferon alfa, beta,

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

11-3, . IL-4 o 1IL-6), hormonas (pdr ejemplo insulina),
factores de crecimientq (pér ejemplo, EGF, TGF-alfa, FGF, y .
VEGF), factores estimuladores dé colonias (por ejemplo, G-
CSF, M-CSF, y GM-CSF (Qer, por ejemplo, Burgess, Immunology
Today, 5: 155-158 (1984)) somatostatina, y transferrina
(ver, por ejemplo, O'Keefe y colaboradores, J. Biol. Chem.,
260: 932—937v(1985)). Qor ejemplo, GM-CSF, el cual enlaza a
células mieloides, puede ser usado como un agente de enlace
celular para llegar a células de leucemia mieldgena agudas.
Ademés, IL-2, que enlaza a células T activadas, puede ser
usada para prevencién de rechazo de injerto de trasplante,
para terapia y prevehcién de enfermedades del huésped
versus injerto, y para%tratamiento de leucemia de células T
aguda. El1 factor de crecimiento epidérmico (EGF) puede ser
usado para canceres escamoso tales como cancer de pulmén y
cdncer de cabeza y cueilo. La somatostatina puede ser usada
para llegar a células: de neuroblastoma y otros tipos de
células tumorales.

[0035]El conjugado puede comprender cualquier féarmaco
adecuado, tipicamente: un agente citotdxico. Un “agente
citotdéxico”, como se usa en la presente, se refiere a
cualquier compuesto que da COmMO resultado la muerte de una
célula, induce la muerte celular, o disminuye la viabilidad
celular. Los agentes citotdéxicos adecuados incluyen, por

ejemplo, maytansinoides y anadlogos maytansinoides,
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taxoides, andlogos de (CC-1065 y CC-1065, y dolastatina vy
andlogos de dolastatiné. En una modalidad preferida de la
invencién, el agente‘ citotdéxico es un maytansinoide,
incluyendo maytansinol: y andlogos de maytansinol. Los
maytansinoles son com?uestos que inhiben la formacidén de
microtibulos y son muy: tbéxicos para células de mamiferos.
Los ejemplos de anélogés de maytansinol adecuados incluyen
aquellos que tienen jun anillo aromdtico modificado vy
aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones.
Dichos maytansinoides ise describen en, por ejemplo, las
Patentes U.S. Nos. . 4,256,746, 4,294,757, 4,307,016,
4313,946, 4,315,929, f 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, 53846,545, y 6,333,410.

[0036]Ejemplos de andlogos de maytansinoides que

tengan un anillo aromdtico modificado incluyen: (1)
descloro de 19 4&tomos de carbono (Patente U.S. No.
4,256,746) (preparado por reduccién por LAH de

ansamitosina P2), (C-20-hidroxi (o C-20-desmetil) +/- C-19-

descloro (Patentes U.S. Nos. 4,361,650 y 4,307,

Streptomyces o) Acfinomyces 0le6) (preparado por
desmetilacién usando o descloracién usando LAH), y (3) C-
20-desmetoxi, C—20—a¢iioxi (-OCOR), +/- descloro (Patente

U.S. No. 4,294,757) (preparado por acilacién usando
cloruros de acilo). |

[0037]Ejemplos de?anélogos de maytansinol gque tengan
modificaciones de poéiciones diferentes de .un anillo

aromatico incluyen: (13 C-9-SH (Patente U.S. No. 4,424,219

)
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(preparado por la reaccién de maytansinol con HpS o P2SS),

(2) C-l4-alcoximetilo (desmetoxi/CH20R) (Patente U.S. No.
4,331,598), (3) C-l4-hidroximetilo o aciloximetilo (CH;0H o

CH,0Ar) (Patente U.S. No. 4,450,254) (preparado a partir

de Nocardia), (4) C-1b-hidroxi/aciloxi (Patente U.S. No.
4,364,866) (preparado por medio de la conversidn de
maytansinol por medio de Streptomyces), (5) C-1l5-metoxi

(Patente U.S. No. 4,313,946) (aislado a partir de Trevia '

mediflora), (6) C—l8&N—desmetilo (Patentes U.S. Nos.
4,362,663 vy 4,322,348) (preparado por medio de la
desmetilacidén de maytaﬁsinol por medio de Streptomyces), Yy
(7) 4, 5- desoxi (paténte U.5. No. 4,371,533) (preparado
por medio de la reduccién de maytansinol con tricloruro de
titanio/LAH).

[0038]En una modalidad preferida de la invencidn, el
conjugado utiliza el maytansinoide DM1 gque contenia el
tiol, también conocidé como N?' -desacetil-N? - (3-mercapto-
1- oxopropil)- maytansina, como el agente citotdxico. La

estructura de DM1 esta representada por la Férmula (I).

0000E"
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[0039]En otra modalidad preferida de la invencién, el
conjugado utiliza el maytansinoide DM4 que contenga tiol,
también conocido como’ N2 -desacetil-N¥- (4- metil- 4-
mercapto- 1~ oxopentil)- maytansina, como el agente
citotéxico. La estructura de DM4 estd representada por la

Férmula (II):

MeO

[0040] Pueden usarse otras maytansinas en el contexto
de la invencién, incluyendo, por ejemplo, maytansinoides
gue contengan tiol vy disulfuro que posean una sustitucidn
mono- o di- alquilo sobre el &tomo de carbono que posea el
dtomo de azufre. Se prefiere de manera particular el
maytansinoide que tenga en la posicién C-3 (a)y 1la
funcionalidad C—14—hiaroximetilo, C-15-hidroxi, o C-20
desmetilo, y (b) una cadena lateral aminodcido acilado con
un grupo acilo que posea un grupo sulfhidrilo interrumpido,

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

- 000063
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funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes, dichos
sustituyentes que sean CHs, CyHs, alquilo o alquenilo lineal
o ramificado que tengé desde 1 a 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciélico gue tenga desde 3 a 10 atomos
de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromdtico o heterocicloalquilo, y en donde
adicionalmente uno de los sustituyentes puede ser H, y en
donde el grupo aéilo tiene una extensién de cadena lineal
de al menos tres atomos de carbono‘entre la funcionalidad
carbonilo y el atomo de%azufre.

[0041]Maytansinas ‘adicionales para uso en el contexto
de la invencién incluyen compuestos representados por la

Férmula (III):

3
B
3
13
O A

(11D,

en donde Y’ representa
(CR7Rg) 1 (CRg=CR10) p (E=C) gRo (CR5Rg) nDu (CR11=CR12) r (C=C) Bt (CR3
R4) n-CR1R,SZ, en donde Ry y Ry son cada uno

independientemente CHjs,: C2Hs, alquilo o alquenilo lineal que
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tengan desde 1 a 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico o ramificado que tenga desde 3 a 10 atomos de
carbono, fenilo, fenilo sustituidq o radical heterociclico
aromdtico o heterocicloalquilo, y en donde R, también puede_
ser H,

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

en donde R;, Ra, Rs, Re, R7, Rg, Ry, Rig, R, y Riz son
cada uno independientemente H, CHs, C,Hs, alquilo o
alguenilo lineal que ténga desde 1 a 10 a&tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3
a 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico arométicd, o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, n; o, p, 9, r, s, y t son cada uno
independientemente cero o un entero desde 1 a 5, a
condicién de que al menos. dos de 1, m, n, o, p, 4, ¥, S, Y
t no sean cero a la véz, y en donde Z es H, SR o COR, en.
donde R es alquilo o élquenilo lineal gue tenga desde 1 a
10 atomos de carbono; algquilo o alquenilo ramificado o
lineal que tenga desde 3 a 10 &tomos de carbono, o arilo
simple o sustituido oé radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo.

[0042]Modalidadesz preferidas de la Férmula (III)
incluyen compuestos de:Férmula (ITI) en donde (a) R; es H,

R, es metilo y Z es H, (b) Ry v Ry son metilo y Z es H, (c)

D
i
-
e }
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R, es H, R, es metilo, y Z es =-SCH;, y (d) Ry y Rz son
metilo, y Z es —SCHs.
[0043]Dichas maytansinas adicionales también incluyen

compuestos representados por las Férmulas (IV-L), (IV-D), o

(IV-D, L)
Hae,  HyCy HaC
O i “ )]\ /O X N/u\Y /O\ N/u\Y
May/ N° Y May I May |
. 0 o
(Iv-L) - Qv-D) (Iv-D,L)

en donde Y represehta (CR7Rg) 1 (CR5Rg) m (CR3Ry) nCR1R2SZ,

en donde R; y R, son cada uno independientemente CHj,
CyHs, alquilo lineal, o alquenilo que tenga desde 1 a 10
dtomos de carbono alquilo o alquenilo ciclico o ramificado
que tengan desde 3 a 10 &tomos e carbono, fenilo, fenilo
sustituido, e} radical heterociclico aromatico o
heterocicloalgquilo, y en donde R; también puede ser H,

en donde Rs, R4; Rs, Rg, R7 y Rg son <cada uno
independientemente H, CHi, CyHs, alquilo o alquenilo lineal
gue tenga desde 1 a; 10 étomds de carbono, alquilou o
alquenilo ciclico o famificado que tenga desde 3 a 10
dtomos de carbono, fénilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromdtico o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, y n son cada uno independientemente un
entero desde a 1 5, y ademds n puede ser cero,

en donde Z es H, SR, o COR en donde R es alguilo o

alguenilo lineal o ramificado que tenga desde 1 a 10 atomos

de carbono, alquilo o alguenilo ciclico que tenga desde 3 a’

10 4tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical

000055
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heterociclico aromdtico o heterocicloalquilo, y en donde

May, representa un maytansinoide que posea 1la cadena
o C-20

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

desmetilo. _
[0044]Modalidades preferidas de las Férmulas (IV-L),
(IVv-D) y (IV-D,L) inclﬁyen compuestos de (IV-L), (IV-D) vy
Rl es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, vy

(IV-D,L) en donde (a)
R8 son cada uno H, 1 y m son cada uno 1, n es 0, y Z es H,

(b) R1 y R2 son metiloé R5, R6, R7, y R8 son cada uno H, 1

ymsonl, nes 0, y Z:es H, (¢c) Rl es H, R2 es metilo, R5,

R6, R7, y R8B son cada Qno H, 1 ymsonl, nes 0, y 2 es -

SCH3, o (d) Rl y R2 son metilo, R5, R6, R7, y R8 son cada

uno H, 1 ymson 1, nes 0, y Z es —SCH3.
[0045]Preferiblemente, el agente citotdéxico es
15 representado por la Féﬁmula (IV—L)..
[0046]Las maytansinas adicionales preferidas también

incluyen compuestos representados por la Férmula (V)

s .
=
5
£
$
O x ‘

20

MeO

25

[\ - | |
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en donde Y representa (CR7Rg)1(CRsRs)n(CR3Rs)nCR1R2SZ,

en donde R; y R; son cada uno independientemente CHs,
CoHs, alguilo lineal, o alquenilo que tenga desde 1 a 10
atomos de carbono, ; algquilo o alquenilo ciclicQ o)
ramificado que tengan desde 3 a 10 Aatomos e carbono,
fenilo, fenilo .sustituido, o radical heterociclico
aromé&tico o heterociclqalquilo, y en donde R, también puede
ser H,

en donde Rs, R4, Rs, Rg Ry ¥y 'Rs son cada uno
independientemente H, CHs;, CyHs, alquilo o alquenilo lineal
que tenga desde '1 a 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3 a 10 .
dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico arométicd o heterociclcalquilo,

en donde 1, m, y n son cada uno independientemente un
entero desde a 1 a 5, y ademds n puede ser cero,

en donde Z es H,-SR, o COR en donde R es alquilo o
alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3
a 10 Atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o
radical heterociclico aromdtico o heterocicloalquilo.

[0047]Modalidades preferidas de la Férmula (V)
incluyen compuestos de Férmula (V) en donde (a) Ry es H, Ry
es metilo, Rs, Rg, Ry, y Rg son cada uno H, 1 y m son cada
uno 1, n es 0, y Z és H, (b) Ry y R, son metilo, R5, R6, R7,
y R8 son cada uno H, 1 y m son 1, nes 0, y Z es H, (c).Rl
es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, y R8 son cada uno H, 1l yvm

son 1, n es 0, y Z es —-SCH3, o (d) Rl y RZ son metilo, RS,

000067 /19/
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R6, R7, R8 son cada uno H, 1 y m son 1, nes 0, y Z es -
SCH3.
[0048]Maytansinas preferidas aGn adicionales incluyen

compuestos representados por las Férmulas (VI-L), (VI-D), o

(VI-D, L) :
0 | H O H O
HsC, M HiCy & HaC ‘
/O 2 )j\ / 0 2 )J\ /O\ /u\
May N" Y2 May” N" Y2 pMay NT Y,
0 t : O | 0 l

en donde Y, representa (CR7Rg)1(CRsRg)m(CR3Ry)nCR1R2SZ,

en donde R; y R» éon caaa uno independientemente CHs,
CyHs, algquilo o alquenﬁlo lineal que tenga desde 1 a 10
4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico o ramificado
gque tengan desde 3 a 10 atomos e carbono, fenilo, fenilo
sustituido, .o rad#cal heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, vy %n donde R, también puede ser H,

en donde Rs, R4; Rs, Re¢, R; y Rg son cada uno
independientemente H, ¢H3, CoHs, alquilo o algquenilo lineal
que tenga desde 1 a. 10 4tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ciclico o Qamificado gque tenga desde 3 a 10
atomos de carbono, fénilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico arométic§ o heterocicloalquilo,

en donde 1, m, Yy h son cada uno independientemente ﬁn
entero desde a 1 a 5, y ademéds n puede ser éero,

en donde 2%, es ﬂR, o COR en donde R es algquilo o
alquenilo lineal que téngé desde 1 a 10 &tomos de cérbono,

alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3

00006¢ /4/
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a 10 Atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o

y en

donde May es un maytansinoide.

[0049]Maytansinas preferidas adicionales incluyen

compuestos representados por la Férmula (VII)

© < /U\

MeO

(V1I),
en donde Y2’ representa
(CR7Rg) 1 (CR9=CR10) p (C=C) gAs (CR5R¢) mDu (CR11=CR12)  (C=C) sB¢ (CR3

Rg) n-CR1R»S87Z, en donde R; \% R, son cada uno

independientemente CH;, CzHs, alquilo o alquenilo lineal que

tengan desde 1 a 10 atomos de carbono, alguilo o alquenilo

ciclico que tenga desde 3 a 10 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

tengan 3 - 10 Aatomos de carbono, arilo . simple

sustituido, e}

heterocicloalquilo,
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en donde Ri, R4, Rs, Rg, R7, Rg, Rg, Rio, Riz, y Riz son
cada uno independientemente H, CHs, C,Hs, alquilo o
alquenilo lineal que ténga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alqﬁenilo ciélico o ramificado que tenga desde 3
a 10 Atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico, © heterocicloalqgilo,

en doﬁde 1, m, n( o, p, 9, r, s, y t son cada uno
independientemente cero o un entero desde 1 a 5, a
condicién de que al meﬁos dos de 1, m, n, o, P, d, ¥, S, Y
t no sean cero a la veé, y en donde Z2 es H, SR o -COR, en
donde R es alquilo o alguenilo lineal que tenga desde 1 a
10 A&tomos de carbono,; alquilo o alqguenilo ramificado o
ci;lico que tenga desde 3 a 10 dtomos de carbono, o arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromdtico o
heterocicloalquilo.

[OOSO]Modalidades; preferidas de la Foérmula (VIT)
incluyen compuestos dejFérmula (VI) en donde Rl es H y R2
es metilo.

[0051]Adem&s de maytansinoides, el agente citotdxico
usado en el conjugado puede ser un taxano O un derivado del
mismo. Los taxanos son una familia de compuestos que
incluye el paclitaxél (Taxol®, un producto natural
citotdxico, vy docetaxél (Taxotere®), un derivado semi-
sintético, ambos son @sados ampliamente en el tratamiento
del céncer. Los taxanos son venenos aciculares mitéticos
gue inhiben la despolimerizacién de la tubulina, dando
como resultado la muerte cglular. Mientras que el docetaxel

y el paclitaxel son agentes Gtiles en el tratamiento de
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cancer, su actividad anti-tumoral es limitada a causa de su

toxicidad no especifica hacia células normales-..

Adicionalmente, compuestos como el paclitaxel vy docetaxel
por si mismos no son suficientemente potentes para ser
usados en conjugados de:agentes de enlace celular.

[0052]Un taxano preferido para uso en la preparacidn

de un conjugado citotéxico es el taxano de Fdérmula (VIII):

MeQ » OMe

[0053]Métodos para(ﬁqnyetizar taxanos que pueden ser

usados en el contexto.de la invencidén, junto con métodos

para conjugar taxanosé a agentes de enlace celular tales
como anticuerpos, son descritos en detalle en las Patentes
U.S. 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 la
Publicacién de Solicithd de patente U.S. No. 2004/0024049
Al.

[0054]E1 citotéxico también puede ser CC-1065 o© un

derivado del mismo. CC-1065 es un potente antibiético anti-

sumoral aislado del caldo de cultivo de Streptomyces:

zelensis. CC-1065 es aproximadamente 1000 veces mas potente

in vitro que féarmacos anti-cancer cominmente usados, tales
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como doxorubicina, metotrexate, y vincristina (Bhuyan vy
colaboradores, Cancer Res. 42: 3532-3537 (1982)). CC-1065 y
sus analogos se desériben en las Patentes U.S5. Nos.
5,585,499, 5,8846,545, 6,340,701 y 6,372,738. La potencia

citotdxica de CC—1065 ha sido correlacionada con su

actividad alquilante y. su actividad de enlazar ADN o de

intercalar ADN. Estas dos actividades residen en partes
separadas de la molécula. A este respecto, la actividad

algquilante esta contenida en la subunidad

ciclopropapirroloindol : (CPI) y la actividad de enlace

reside en las dos subunidades pirroloindol de CC-1065.

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

arte y también pueden ser usados como el agente citotdxico

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

cuales la porcién CPI es reemplazada por una porcién
ciclopropabencindol (CBI) (Boger y colaboradores, J. 0Org.

Chem. 55: 5823-5833 .(1990), y Boger vy colaboradores,

Bioorg. Med. Lett., 1: 115-120 (1991)). Estos analogos de

CC-1065 mantienen la alta potencia in vitro del farmaco
precursor, sin causar retardo de la toxicidad en ratones.
Como CC~1065, estos compuestos son agentes alquilantes para
enlazar covalentemente i@ la estria menor de ADN para causar
muerte celular.

[0056]La eficiencia terapéutica de anadlogos de CC-1065
puede serx gfandemente mejorada cambiando la  distribucién in

vivo a través de liberacién acertada a un sitio tumoral,
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dandov como resultado mas baja toxicidad. en tejidos no
objetivos, y asi, toxicidad generalizada mads baja. Para
este fin, se han generado conjugados de analogos vy
derivados de CC-1065 con agentes de enlace celular que
aciertan especificamente a células tumorales (ver por
ejemplo, las Patentes U.S. No. 5,475,092, 5,585,499, vy
5,846,545). Estos conjugados tipicamente presentan
citotoxicidad especifica de alta objetividad in vitro, vy
actividad anti-tumoral en modelos de xenoinjertos tumorales
humanos (ver por ejemplo, Chari y colaboradores, cancer
Res., 55: 4079-4084 (1995)).

[0057]Se describen con detalle métodos para sintetizar
andlogos de CC-1065 en las Patentes U.S. Nos. 5,475,092,
5,585,499, 5,846,545, 6,534,660, 6,585,618, y 6,756,397 y

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

Al.
[0058] Farmacos tales como el metotrexate,
daunorubicina, doxorubicina, vincristina, vinblastina,

melfalano, mitomicina C, clorambucil, calicheamicina,
tubulisina vy andlogos de tubulisina, duécarmicina y
andlogos de duocarmicina, dolostatina y andlogos de
dolostatina también puéden ser usados en el contexto de la
invencién. Compuestos de doxarubicina y daunorubicina (ver
por ejemplo, patente U.S. No. 6,630,579) pueden también . ser
usados como el farmaco.

[0059]Los férmacos conjugados pueden ser preparados
por medio de métodos 1in vitro. A fin de enlazar a un

farmaco o profarmaco al anticuerpo, se usa un grupo
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ligante. Grupos ligantes adecuados son bien conocidos en el
arte e incluyen grupos disulfuro, grupos A&cidos labiles,
grupos fotoldbiles, grupos peptidasa labiles, y grupos
estearasa lébiles. Grupos ligantes preferidos son los
grupos disulfuro. Por -ejemplo, los conjugados pueden ser
construidos usando una;reaccién de intercambio de disulfuro
entre el anticuerpo éy el farmaco o profarmaco. Las
moléculas de farmaco fambién pueden ser enlazadas ‘a un
agente de enlace celular a través de una molécula portadora
intermediaria tal como albumina de suero.

[0060]De conformiaad con la invencidén, el agente de
enlace <celular es modificado haciendo reaccionar un
reactivo reticulador bifuncional con el agente de enlace
celular, dando asi como resultado la fijacién covalente de
una molécula ligante al agente de enlace celular. Como se
usa en la presente, un reactivo reticulador bifuncional” es
cualquier porcidn quimﬂca que enlaza covalentemente a un
agente de enlace celular a un farmaco, tal como 1los

farmacos descritos en la presente. En wuna modalidad

preferida de 1la invencién, una porcién de la porcidn

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

el farmaco comprende una porcién ligante que es parte de

una molécula enlazadora mas grande que es usada para juntar

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

formar el maytansinoide DM1l, la cadena lateral en el grupo

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

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

maytansina puede reaccionar con un agente de enlace celular
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modificado para formar un conjugado. Por consiguiente, el
enlace final es conjuntado a partir de dos componentes, uno
de los cuales es proporcionado por el reactivo
reticulador, mientras que el otro es proporciocnado por la
cadena lateral de DMI.

[0061]Puede wusarse cualquier reactivo reticulador
bifuncional adecuado en conexidén con la invencidn, con tal
de que el reactivo ligante se proporciona para retenciédn
de las caracteristicas terapéuticas, por ejemplo
citotoxicidad, y de objetividad del farmaco y el agente de
enlace celular, respectivamente.

Preferiblemente, la molécula ligante une el farmaco al
agente de enlace celular a través de ligantes quimicos
(como se describidé anteriormente), de modo que el farmaco y
el agente de enlace celﬁlar sean gquimicamente acoplados
(por ejemplo, enlazados co&alentemente) entre si.
Preferiblemente, el :reactivo ligante es un ligante
fragmentable. Més preferiblemente, el liganfe es
fragmentado bajo condiciones ligefas, es decir condiciones
en una célula bajo las cuales la actividad del farmaco no
es afectada. Ejemplos de ligantes fragmentables adecuados
incluyen enlaces disulfuro, enlaces &cidos labiles, enlaces
fotoléabiles, enlaces'peptidasa labiles, y enlaces estearasa
labiles. Enlaces gque contengan disulfuro son enlaces
fragmentables a través de intercambio éisulfuro, el cual
puede tener lugar bajo condiciones fisioldgicas. Enlaces
dcidos labiles son enlaces fragmentables a pH éacido. Por

ejemplo, ciertos compartimentos intracelulares, tales como
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endosomas y lisosomas,  tienen un pH &acido (pH de 4-5), %
proporcionan condiciones adecuadas para fragmentar enlaces
dcidos lébiles. Enlaces foto léabiles son utiles en la
superficie corporal y en muchas cavidades corporales que
son accesibles a la luz. Ademas, 1los rayos infrarojos
pueden penetrar el tejido. Enlaces peptidasa labiles pueden
ser usados para fragmentar ciertos péptidos en células
interiores y exteriores (ver por ejemplo, Trouet vy
colaboradores, Proc. ﬁatl. Acad. Sci. USA, 79: 626-629
81982), Y Umemoto y colaboradores, Int. J. cancer, 43: 677-

684 (1989)).

[0062]Preferiblemente, el férmaco es enlazado a un
agente de enlace celular a través de un enlace disulfuro.
La molécula ligante comprende un grupo quimico reactivo que
puede reaccionar con el agente de enlace celular. Grupos

quimicos reactivos preferidos para reaccidén con el agente

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

reaccionar con el farmaco para formar un enlace disulfuro.
Moléculas de enlace particularmente preferidas incluyen,
por ejemplo, N- succinimidil 3- (2- piridilditio)
propionato (SPDP) (ver por ejemplo, Carlsson . y
colaboradores, Biochem; J. , 173: 723-737 (1978)), 4- (2-
piridilditio) butanoato de N- succinimidilo ({SPDB) (ver,

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

piridilditio)pentanoato de N-succinimidilo (SPP) (ver, por
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ejemplo, Numero de Registro CAS 341498-08-6), vy otros
reticuladores reactivos que se describen en la patente
U.S. No. 6,913,748, la cual es incorporada integramente a
la presente como referencia.

[0063]Aunque ligantes fragmentables son usados
preferiblemente en el método de la invéncién, un ligante
no fragmentable también puede ser usado para generar el
conjugado anteriormente descrito. Un ligante no
fragmentable es cualquier porcién quimica que es capaz de
enlazar a un farmaco, fal como un maytansinoide, un taxano,
o un anadlogo de CC-1065, a un agente de enlace celular de

una manera covalente estable. Por consiguiente, ligantes

no fragmentables son sustancialmente resistentes a’

fragmentacidén inducida por acido. Fragmentacion inducida
por la luz, fragmentacién inducida por peptidasa,
fragmentacién inducida: por estearasa, y fragmentacién de
enlace disulfuro, en condiciones bajo las cuales el farmaco
o el agente de enlace celular permanece activo.
[0064]Reactivos reticuladores adecuados que forman
ligantes no fragmentables entre un fédrmaco y un agente de
ligante fragmentable son bien conocidos en el arte.
Ejemplos de ligantes noifragmentables incluyén ligantes que
tienen un éster N- vsuccinimidilico o porcidén éster

succinimidilico para reaccidén con el agente de enlace

celular, asi como también una porcidén basada en maleimido-

o haloacetilo para reaccién con el farmaco. Los reactivos
reticuladores que comprenden una porcidén basada en

maleimido- incluye 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato

000a7"
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de N-succinimidilo (sMccCy, 4- (N~ maleimidometil) -
ciclohexan- 1- carboxi- 1- carboxi- (6- amidocaproato) de
N- succinimidilo, el cual es un andlogo de “cadena larga”
de SMCC (LC-SMCC), éster N-succinimidilico del &cido «-
maleimidoundecanoico (gMUA), éster N- succinimidilico del
acido Y- maleimidobutirico (GMBS) , éster N¥
hidroxisuccinimida del% acido e-maleimidocaproico (EMCS),
éster m- maleimidobenzoil— N- hidroxisuccinimida (MBS),
éster N. (a-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), 6- (p-
maleimidopropionamido)héxanoato de succinimidilo (SMPH), 4-
(p-maleimidofenil)-butirato de N-succinimidilo (SMPB), e

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

reticuladores que comprenden una porcién basada en

haloacetilo incluyen 4? (iodoacetil)~- aminobenzoato de N-
succinimidilo (SIAB), . iodoacetato de N- succinimidilo
(SIA), bromoacetato de N- succinimidilo (SBA), y 3-

(bromoacetamido) propionato de N- succinimidilo (SBAP).
[0065]0tros reacti&os reticuladores que carecen de un

atomo de azufre que foima ligantes no fragmentables puede

también usarse en elé método de la invencién. Dichos

ligantes pueden ser derivados de porciones basadas en &cido

dicarboxilico. Las porciones basadas en &cido dicarboxilico

adecuadas incluyen, pero no se limitan a, é&cidos _a; w-
dicarboxilicos de la Féﬁmula General (IX):
HCOOC—Xl—Yn—Zm—COOH
| (IX)
en donde X es un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo

lineal o ramificado, que tenga 2 a 20 &tomos de carbono, Y

0oonT?”
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es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que posea 3 a 10
atomos de carbono, Z es un grupo aromadtico sustituido o no
sustituido que posea 6.a 10 &tomos de carbono, o un grupo
heterociclico sustituido o no sustituido en donde el
hetercdtomo es seleccionado de N,‘O 0 S, y en donde 1, m, vy
n son cada uno 0 o 1,va condicién de que 1, m, n no sean
todos cero al mismo tiempo.

[0066]Muchos de los ligantes no fragmentables
descritos en la presente se describen en detalle en la
Solicitud de Patente Né. 10/960,602, que corresponde a la
Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2005/0169933
Al.

[0067]Alternativamente, como se describe en la Patente
U.S. No. 6,441,163, Bl,. el férmaco puede ser primero
modificado para introdﬁcir un éster reactivo adecuado para
reaccionar con un agente de enlace celular. La reaccidén de
estos maytansinoides que contengan una porcidén de enlace
adecuada con un agente de enlace célula proporciona otro
método de producir un conjugado de maytansinoide-agente de
enlace celular fragmentable o no fragmentable.

[0068] Informacidn adicional concerniente a
maytansinoides, agentes citotdxicos que los comprendan,
conjugados de farmacos, y métodos de preparacidn
relaciénados se descriﬁen en la Solicitud de Patente U.S.
No. 11/352,121 vy lé Solicitud de Patente U.S. No.
10/849,136, que corresponde a la Publicacién de Solicitud

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

0560379 /)7{



10

15

20

25

48

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

EJEMPLO 1

[0070]Este ejemplo demuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado con un reactivo de modificacidn
heterobifuncional usandp TFF.

[0071]E1l anticuerpo monoclonal huN901 (concentracién
final de 8 mg/ml) fue incubado con 4- (2- piridilditio)
pentanoato) de N- succinimidilo (SPP, exceso molar de 5.6
veces)vpor aproximadamente 180 minutos a 20 °C en 50 mM de
regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5) qﬁe contenga 50
mM de NaCl, 2 mM de EDTA, vy efanolbal 5 %. En un primer

grupo, la mezcla de reaccién se purificd usando una columna

de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida en 50 mM de

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

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

TFFE (Millipore, Billerica, MA), y el anticuerpo fue

diafiltrado (5 volumenes) en 50 mM de fosfato de potasio[

50 mM de NaCl (pH de 6.5), y 2 mM de EDTA usando una
membrana de corte de péso molecular de 10,000 (membrana de
celulosa regenerada UltracelTM, Millipore, Billerica, MA).
Ambas muestras fueron conjugadas con DMl (exceso molar de
1.7 veces sobre el_eniazador sin enlazar) por 18 horas a
pH de 6.5 en regulador de fosfato de potasio que gontenia

Q

50 mM de NaCl y una concentracién final de DMA al 3 %.
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[0072]En ambos grupos, los rendimientos se
determinaron espectrofotométricamente (longitud de onda de
280 nm) para las etapés de modificacidén y de purificacidn
combinadas. Las proporciones del anticuerpo a ligante
fueron también determinadas por tratamiento con
ditiotreitol para liberar piridina-2-tiona, la cual tuvo un
coeficiente de extincién de 8,080 M1 cm™® a 343 nM. Las
proporciones de férmaco/anticuerpo fueron determinadas
espectrofotométricamente (longitudes de onda de 280 nm vy
252 nm) para la etapa de conjugacidédn. Ademds, la remocidn
de especies moleculares pequefias relacionadas con SPP se
mididé por HPLC Hisep.

[0073]Los datos resultantes se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Métodos de Purificacién para huN901

Modificado Usando G-25F versus TFF

| Resina TFF
| Sephadex™
G25F
Etapa de | Rendimiento de la etapa | 94 _98
Modificacidén | (%)
Proporcién de Ligante/ |4.9 4.9
Anticuerpo
Moléculas pequerias | 0.2 0.2
relacionadas con SPP (%)
Etapa de | Proporcién de Farmaco/ |3.7 3.7
Conjugacidén | Anticuerpo
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[0074]Como se muestra en la Tabla 1, el uso de TFF

produjo el farmaco conjugado producto de al menos calidad

equivalente al prpcéso de cromatografia no adsorbente
(G25), mientras que sea mé&s conveniente y transportable a
escala.

EJEMPLO 2 |

[0075]Este ejemplg demuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado " con un reactivo de modificacién
heterobifuncional usando cromatografia de absorcién.

[0076]E1 anticuerpo huB4 fue modificade con 4~ (2-
piridilditio) butanoato de N- succinimidilo (SPDB, exceso
molar de 5.4 veces) por 120 minutos a temperatura ambiente
en 50 mM de regulador‘de fosfato de potasio (pH. De 6.5)
gue contenia 50 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y etanol al 5 %.
En un primer grupo, la mezcla de reaccidén fue purificada
usando la resina SephadexTM G25F como se describidé en el
Ejemplo 1. En un segunao grupo, la mezcla de reaccién fue
cargada sobre una columna de cerdmica hidroxiapatita (CHT);
Bio=-Rad Laboratories, Hercules, CA), la cual fue
equilibrada en 12.5 mM de regulador de fosfato de.potaSio
(pH de 6.5) y se eluyd con 80 mM de regulador de fosfato
de potasio (pH de 6.5).

[0077]En ambos grupos, los rendimientos y las
proporciones de ligante/anticuerpo fueron determinadas como
se describe en el Ejemplo 1. El primer grupo tuvo un
rendimiento de 91 % y una proporcién de ligante/anticuerpo
de 4.2. El1 segundo grupo tuvo un rendimiento de 89 % y una

proporcién de ligante/anticuerpo de 4.2.
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[0078]E1l anticuerpo CNTO95 (concentracién final de 10
mg/ml fue modificado con 4- (2- piridiltio)butanoato de N-
succinimidilo (SPDB, éxceso molar de 4.5 veces) por 120
minutos a 20 °C en 10 mM de regulador de fosfato de sodio
(pH de 7.5) que contenia 2.5 % de sacarosa y 5 % de etanol.
En un primer grupo la mezcla de reaccién fue purificada

usando la resina SephadexTM G25F en 12.5 mM de regulador de

fosfato de sodio (pH de 6.5) que contenia 12.5 mM de NaCl y

0.5 mM de EDTA. En un Segundo grupo, la mezcla de reaccidn
fue cargada en una columna de SP Sepharose Fast Flow (GE
HealthCare, Piscataway, NJ), la cual fue equilibrada en 10
mM de regulador de fosfato de sodio (pH de 7.5) y eluyd con
50 mM de regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5), que
contenia 50 mM de NaCl.

[0079]En ambos grupos, los rendimientos y proporciones
de ligante/anticuerpo fueron determinados como se describe
en el Ejemplo 1. El primer grupo tuvo un rendimiento de 96
$ y una proporcidn de Iigante/anticuerpo de 4.0. El1 segundo
grupo tuvo un rendimiento de 97 % y una proporcién de
ligante/anticuerpo de 4.1.

[0080]1Los datos obtenidos en este ejemplo demuestran
gque puede wusarse la  cromatografia de adsorcidén para

purificar un anticuerpo modificado con un reactivo de
modificacién heterobifuncional.
EJEMPLO 3
[0081]Este ejempld demuestra los efectos benéficos de

conjugar un anticuerpo modificado con un férmaco a pH de

mas 6.5.
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[0082]En un primer experimento, el anticuerpo CNTO95
fue modificado y purificado como se describidé en el Ejemplo
2. El1 anticuerpo modificado fue entonces dividido en dos
grupos. En el primer grupo, la conjugacién se efectud en

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

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

exceso molar de 1.7 veces de farmaco por ligante a 20 °C.

En el segundo grupo, la reaccién de conjugacién fue a pH de

7.5. El anticuerpo conjugado fue purificado sobre las

columnas NAP-10.

[0083]1a propbrcién de farmaco/anticuerpo fue medida
para ambos grupos. Losidatos resultantes se exponen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Proporcién de farmaco/anticuerpc en Reaccién

de Conjugaciéh de pH de 6.5 versus 7.5.

Tiempo dev Proporcidn : de | Proporcidn de
reaccién farmaco/anticuerpo a pH | fadrmaco/anticuerpo a pH
(horas) de conjugacién de 6.5 de conjugacidén de 7.5

0.5 -= 3.0

1 2.3 3.4

1.5 -— 3.5

2 2.8 3.5

2.75 -- 3.6

3.5 3.2 3.6

5 3.4 3.7

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

a pH de 6.5.
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[0085]En un segundo experimento, el anticuerpo

monoclonal humanizado huB4 fue modificado ya sea con (a) un

exceso molar de 4.9 veces de SPDB en relacidédn al

anticuerpo, o (b) un exceso molar de 4.8 veces de SPDB en
relacién al anticuerpo. En ambas situaciones, la reaccién
fue en 50 mM de fosfato de potasio, 50 mM de cloruro de

potasio, y 2 mM de EDTA (pH de 6.5) en 5 % de etanol por un

total de 120 minutos a temperatura ambiente. La muestra (a)

fue purificada sobre uha columna de resina SephadexTM G25F .

equilibrada en 50 mM de fosfato de potasio, 50 mM de
cloruro de sodio, y 2 mM de EDTA a pH de 6.5. La muestra

(b) fue purificada equivalentemente excepto que el

regulador de cromatografia fue ajustado a pH de 7.5. Ambas-

muestras fueron conjugadas con DM4 (exceso molar de 1.7
veces sobre el ligante enlazado) por 18 horas a temperaturé
ambiente en una concentracién final de dimetilacetamida
(DMA) de 3 %.

[0086] Por consiguiente, la muestra (a) fue coﬁjugada

a pH de 6.5, y la muestra (b) fue conjugada a pH de 7.5.

Las muestras fueron entonces purificadas sobre una columna .

de resina SephadexTM G25F equilibrada en 9.6 mM de fosfato
de potasio y 4.2 mM de cloruro de sodio a pH de 6.5. Ambas
muestras fueron incubadas a 4 °C por hasta 7 meses y se
sometieron a andlisis de farmaco libre liberado a
intervalos. Los datos resultantes se exponen en la Tabla

3.
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Tabla 3: Liberacién de Farmaco libre durante el Tiempo

de Muestras Conjugadas a pH de 6.5 y de 7.5.

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

[0087]Como se muestfa por los datos expuestos en la
Tabla 3, la liberacidén de farmaco libre es sustancialmente
mas lenta que la muestra (b) que habia sido conjugada a pH
de 7.5 en relacidén a la muestra (a) que habia sido
conjugada a pH de 6.5. Por consiguiente, el producto de
farmaco conjugado preparado a pH. De 7.5 mostrd ser estable
con respecto a la liberacién de farmaco libre durante el
tiempo en comparacidn ¢on el producto de fé&rmaco conjugado
preparado a pH de 6.5. La conjugacién a pH de 7.5 también
mostrd una mejor incorporacién de fadrmaco que a un pH del
6.5 requiriendo asi el uso de menos farmaco.

EJEMPLO 4

[0088]Este ejemplo demuestra los efectos benéficos de
conjugar un anticuerpoimodificado con un farmaco a pH de
menos de 6.0.

[0089]E]l anticuerpo monoclonal huN901 (concentracidn
fiﬁal de 8 mg/ml) fue incubado con 4~ (2-

piridilditio)pentancato de N- succinimidilo (SPP, exceso

0007°"



10

15

20

25

55

molar de 5.6 veces por aproximadamente 180 minutos a 20 °C
en 50 mM de regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5)
que contenia 50 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y 5 % de etanol.
En un primer grupo, la mezcla de reaccién fue purificada
usando una columna de resina SephadexTM G25F equilibrada vy
eluida en 50 mM de regulador de citrato de sodio (pH de
5.0) que contenia 50 mM de NaCl y 2 mM de EDTA. En un
segundo grupo la mezcla de reaccién fue purificada usando
un coiumna de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida
en 50 mM de regulador de fosfato de potasio (pH de 6.5) que
contenia 50 mM de NaCl y 2 mM de EDTA. Ambas muestras
fueron conjugadas con DM4 /exceso molar de 1.7 veces sobre
el ligante enlazado) por 3, 19, 25, 48, y 120 horas a

temperatura ambiente en una concentracién final de

o\

dimetilacetamida (DMA) de 3

[0090]Por consiguiente, el primer grupo de muestras

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

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

segundo grupo de muestras fue conjugado en 50 mM de
regulador de fosfato de sodio (pH de 6.5), que contenia 50
mM de NaCl y 2 mM de EDTA. Las muestras fueron entonces
purificadas usando una:columna de resina SephadexTM G25F
equilibrada y eluida en 50 mM de regulador de fosfato de
potasio (pH de 6.5) que contenia 50 mM de NaCl.

[0091]En ambos grupos, se determinaron las
proporciones de enlazador(anticuerpo por tratamiento con
ditiotreitol para liberar piridina-2-tiona, la cual tuvo un

coeficiente de extincidén de 8,00 M?! em™? a 343 nM. Se
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determinaron espectrofotométricamente las relaciones de

fdrmaco/anticuerpo (longitudes de inda de 280 nm y 252 nm)

para la etapa de conjugacidn.

[0092]E1 primer grupo tuvo una relacién de

enlazador/anticuerpo de 4.3. El segundo grupo tuvo una
proporcién de enlazador/anticuerpo de 4.2.

[0093]Las proporciones de farmaco/anticuerpo durante
el tiempo para los dos grupos se exponen en la Tabla 4.
Tabla 4.Velocidad de incorporacién de DMl en huN901

modificado con SPP comoc una Funcidén del pH de Conjugacién

Tiempo - de Proporcién molar de Farmaco/Anticuerpo
reaccién
{(horas) pH de conjugacién|pH de conjugacién
de 5.0 de 6.5
3 2.43 | 2.97
19 3.38 | 3.28
25 3.41 N.T.
Tabla 4 (Continuacién)
Tiempo de | Proporcién molar de Férmaco/Anticuerpo
reaccién
(horas) pH de conjugacidén|pH de conjugacién
de 5.0 de 6.5
48 3.46 . 3.17
120 3.44 2.85

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

4, el conjugado que es elaborado conjugando el anticuerpo
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modificado con el fadrmaco a un pH de 5.0 alcanza un nivel
més alto y més estable de farmaco enlazado durante el
transcurso de la reaccién de conjugacidén que el conjugado
hecho a un pH de conjugacidén de 6.5. Ademds a estabilidad
creciente, los resultados indican que un nivel méds alto de
Farmaco/anticuerpo es logrado a partir de la conjugacién a
pH de 5.0 que cuando se usdé la misma cantidad de farmaco a
un pH de conjugacidn de 6.5, indicando asi el uso ﬁés
eficiente del farmaco a pH de 5.0.

[0095]1En ambos gfupos, las cantidades de mondmero
conjugado fuéron determinadas durante el tiempo. Los datos

resultantes se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5. Efecto del pH de Conjugacién sobre el Nivel
de Monémero Conjugado Durante la Conjugacién de huN901l

modificado con SPP con DM1.

Tiempo de | Monémero conjugado (%)

reacciédn

(horas) pH de: conjugacién |pH de conjugaciédn
de 5.0: de 6.5

3 98.5 98.0

19 98.8 98.2

25 99.1 NT

48 99.2 98.3

120 99.2 97.8
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[0096]Como es obvip de los datos expuestos en lé Tabla
5, el conjugado que es elaborado conjugando el anticuerpo
modificado con el férmaco a pH de 5.0 tuvo un nivel més
alto de mondémero conjugado que el conjugado elaborado a un
pH de conjugacién de 6.5.

EJEMPLO 5

[0097]Este ejemplo demuestra adicionalmente  los
beneficios de conjugar un fdrmaco a un anticuerpo
modificado a pH de menoé de 6. |

[0098]E1l anticuerpo BIWA 4 fue modificado con SPP-

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

- 140 minutos a temperatura ambiente en 50 mM de regulador

de fosfato de potasio (pH de 6.5), 50 mM de NaCl, 2 mM de
EDTA, y 5 % de etanol. Se purificaron alicuotas del
anticuerpo modificado :en columnas de separacién NAP25
equilibradas en reguladores que tenian varios valofes de
pHs (pH de 4.6 a 6.5). Los reguladores de pHs de 4.6 a 5.9
se componian de 35 mM de citrato de sodio, 150 mM de
cloruro de sodio, y 2 mM de EDTA. El regulador de pH de 6.5
fue PBS con 2 mM de EDTA.

[0099]E1 anticuerpo modificado de cada pH fue
conjugado con DMl (exceso molar de 1.7 veces sobre el
enlazador) en dimetilacetamida (DMA, concentracién final de
3 %). Después de incubacidén por 17 - 18 horas a temperatura
ambiente, se purificaron muestras del anticuerpo conjugado
por cromatografia sobre columnas NAP 25 equilibradas en PBS
(pH de 6.5). Las proporciones de enlazador/anticuerpo (L/A

en la Tabla 6) fueron determinadas por tratamiento con
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ditiotreitol para librar piridin-2-tiona, la cual tuvo un
coeficiente de extincidén estdndar de 8,000 M em™t a 343
nM. Las proporciones de fadrmaco/anticuerpo fueron
determinadas espectrofotométricamente (longitudes de onda
de 280 nm y 252 nm) para la etapa de conjugacién. El
monémero conjugado, especies de alto peso molecular, y
especies de bajo peso molecular fueron determinadas por SEC
HPLC usando wuna columna TSKG3000WXL equilibrada vy
desarrollada en regulador de fosfato de potasio 0.2 M (pH.
De 7) que contenia cloruro de potasio 0.2 M e isopropanol
al 20 %.
[0100]1los resultédos de estos andlisis se exponen en
la Tabla 6.
Tabla 6.Caracteristicas del Producto Conjugado de

Farmaco en Relacién al pH.

A B C D E F G H
4.6 4.7 3.8 3.6 97.5 2.2 0.4 74
5.1 4.4 4.7 3.6 97.6 1.9 0.6 75
5.6 5.0 4.9 3.6 | 97.7 1.5 0.8 85
5.9 5.5 5.3 3.7 96.4 2.3 1.4 76
6.5 6.6 6.4 3.7 95.1 2.8 1.9 71

A = pH del regulador

. B = Exceso molar de SPP

C = L/A, proporcidén de ligante/anticuerpo

D = D/A, proporcidén de farmaco/anticuerpo

E = Mondémero (%)

p000e1
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Especies de peso molecular alto (%)

F =
G = Especies de bajo peso molecular (%)
H = Rendimiento de la etapa de conjugacidn (%)

[0101]Los datos expuestos en la Tabla 6, demuestran
que la conjugacidn de EIWA modificado con SPP con‘DMl fue
eficiente a pH inferior a 6.0, en comparacién a la de pH de
4.5. Las cantidades de ligante % de farmaco,
especificamente 1ligante de SPP y DMl, requeridas para
alcanzar una proporéién de farmaco/anticuerpo final
particular fueron reducidas a pH m&s bajo. Ademas, niveles
de mondémero conjugado, especies de alto peso molecular, vy
especies de bajo peso molecular fueron mads optimas, y los
rendimientos fueron mejorados, a pH mas bajo.

EJEMPLO 6

[0102]Este ejemplo demuestra que la etapa de purificar
el anticuerpo modificado puede opcionalmente ser eliminada.
El farmaco puede ser anadido simulténeamente con el
reactivo modificador bifuncional o algun tiempo después.

[0103]En uﬁ ejemplo de adicién de farmaco despﬁés del
reactivo modificador, el anticuerpo monoclonal humanizado'
CNTO95 fue modificado a una concentracién de 20 mg/ml con
el reactivo modificador bifuncional SPDB a un exceso molar

de SPDB sobre el anticuerpo de 4.6 veces por 120 minutos a

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

o]

de fosfato (pH de 7.5) gue contenia 5.3 % de sacarosa y 5 %
de etanol. Una alicuota del anticuerpo modificado fue
purificada sobre resina SephadexTM G25F (proceso de cuatro

etapas estéandar), equilibrada vy eluida en 12.5 mM de

pnanc”?
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regulador de fosfato de potasio (pH de 7.5) que contenia
12.5 mM de NaCl, y fue subsecuentemente conjugada con DM4
(exceso molar de 1.7 veces de faArmaco sobre el ligante
enlazado) a una concentracién final de anticuerpo
modificado de 10 mg/ml en 12.5 mM de regulador de fosfato
de potasio (pH de 7.5) que contenia 12.5 mM de NaCl y 10 %
de DMA por 20 horas a temperatura ambiente. Una segunda
alicuota del antiéuerpo modifico fue conjugada
inmediatamente al final de la reaccién de modificacién de
120 minutos (proceso de tres etapas), sin que  sea
purificado adicionalmente.

[0104]Las concentraciones de regulador y de proteina-
de la mezcla de reaccidén de modificacidén fueron ajustadas
para producir una concentracién de proteina modificada de
10 mg/ml y una composicién de regulador de 28 mM de fosfato
de potasio (pH de 7.5) que contenia 5.9 mM de NaCl y 2.7 %
de sacarosa. Se aﬁadia entonces DM4 (exceso molar de 1.7
veces sobre el SPDB inicial), y el DMA se ajustd a una
concentracién final de 10 %. Después de 20 horas de
incubacién a temperatura ambiente, ambas alicuotas de
anticuerpo conjugado fueron purificadas sobre resina
SephadexTM G25F equilibrada en 10 mM de histidina y 10 % de
sacarosa a pH de 5.5.

[0105]Las proporciones de ligante/anticuerpo (L/A)
fueron determinadas por tratamiento con ditiotreitol para
liberar piridin-2-tiona, la cual tuvo un coeficiente de
extincién estandar de 8,080 MY em! a 343 nM. Las

proporciones de farmaco/anticuerpo (D/A) y los rendimientos
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fueron determinados espectrofotométricamente (longitudes de
oﬁda de 280 nm y 252 nm) para la etapa de conjugacién. Los
porcentajes de mondémero fueron ensayados por SEC-HPLC. Los
porcentajes de farmaco libre fueron ensayados por HPLC
sobre una columna Hisep. Los resultados de estos analisis
se exponen en la Tabla 7.

Tabla 7. Eliminacién Optima de Etapa de Purificacién

para el Anticuerpo Modificado

Parémetros Proceso de 4 Procéso de 3
eﬁapas etapas

SPBD inicial 4.6 x 4.6 x

L/A 4.1 , No determinado

D/A 3.9 2.0

Rendimiento 79 % 91 %

Monémero (%) 95.8 96.1

Fdrmaco libre (%) 2.4 . 1.1

L/A, proporcién de ligante/anticuerpo

D/A, proporcidn defférmaco/anticuerpo

[0106]Como se demostrd por los resultados expuestos en
la Tabla 7, la etapa para purificar el anticuerpo
modificado puede ser eliminada en el contexto de la

invencién.

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

purificar el anticuerpo -que ha sido modificado con un
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reactivo de modificacién bifuncional y luego conjugado con

un maytansionide.

[0108]El anticuerpo huN901l modificado con SPP (exceso

molar de 7 veces) y purificado sobre resina SephadexTM.

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

el maytansinoide DMl (exceso molar de 1.7 veces sobre el

ligante, disuelto en dimetilacetamida (DMA), concentracién.

final de 3 %).

[0109]Una primera muestra de conjugado fue purificada
por cromatografia estéﬁdar sobre resina SephadexTM G25F en
solucidén salina regulada con fosfato (PBS, pH de 6.5).

[0110]Una segunda muestra de conjugado fue purificada
por medio de wun sistema Pellicon XL TFF (Millipore,
Billerica, MA), como se describié en el Ejemplo 1.

[0111]Una tercera;muestra de conjugado fue éurificada
usando una columna de ?resina MEP Hypercell equilibrada en
50 mM de Tris (pH de 820), y eluida con 50 mM de acetato de
sodio (pH de 4.0).

[0112]Una cuarta muestra de conjugado fue purificado
usando una columna de resina UNOsphere S equilibrada ern 50
mM de fosfato de sodio (pH de 6.5) y eluida con NaCl 0.2 M

y 50 mM de fosfato de éodio (pH de 6.5).

[0113]Una guinta muestra de conjugado fue purificada
usando una columna de resina CHT (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) equilibrada en 50 mM de fosfato de sodio (pH
de 6.5) y se eluydé con NaCl 0.3 M vy 50 mM de fosfato de

sodio (pH de 6.5).

ggoanrs
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[0114]Una sexta muestra de conjugado fue purificada
usando una columna de SP Sepharose equilibrada en 35 mM de
citrato de sodio, 10 mM de clorurc de sodio (pH de 5.0}, y
fue eluida con 0.25 mM de NaCl, 35.mM de citrato de sodio
(pH de 5.0).

[0115]Se determiné el mondémero conjugado por SEC -
HPCL usando una columna de resina TSKG3000SWy, equilibrada
y desarrollada en regulador de fosfato de potasio 0.2 M a
pH de 7.0, que contenia cloruro de potasio 0.2 M e
>isopropanol al 20 %. Se determindé el rendimiento de la
etapa de conjugacién dividiendo el rendimiento del
anticuerpo conjugado entre 1la cantidad de anticuerpo
modificado que fue conjugado (determinado
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 289 nm).

[0116]Los resultados de estos analisis se exponen en

la Tabla 8.

Tabla 8: Comparacién de la Etapa de Purificacién

Conjugacién
Muestra de | Etapa de | Mondmero Rendimiento
conjugado purificacién conjugado (%) de la etapa
conjugacién (%)
1 {control) Resina G25F 93.2 85
2 (invencién) TFF 92.8 85
3 (invencién) Resina MEP | 94.5 74
Hypercell
4 (invencién) Resina 96.3 ' 81
UNOsphere
5 (invencién) Resina CHT 97.9 72
6 (invencidn) Resina Sp|95.1 81
Sepharose OUOUQF}- %%
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[0117]Los resultados de la Tabla 8 muestra qué todos
los métodos de purifiéacién de la invencidén investigados
(grupos 2 - 6) dieron rendimientos similares a los
obtenidos con el proceso control (grupo 1). Cada método
cromatografico de la invencidén produjo un mejoramiento en
el nivel de mondmero: conjugado y puede ser facilmente
llevado a escala.

[0118]Ademas de CHT (ceramica hidroxiapatita), CFT
(ceramica fluoroapatifa) también pueden usarse bajo
éondiciones cromatograficas similares. Alternativamente
ambas resinas la CHT y la CFT pueden ser usadas en
modalidad n- adsorbente de modo que el producto deseado

sustancialmente conjugado monomérico no sea retenido por

las resinas, mientras gue especies de alto peso molecular.

son retenidas y asi separadas del producto deseado.
[0118]Aunque uﬁa composicidén estandar de
regulador/solvente para conjugacidén comprende 3 % de DMA,
50 mM de fosfato de potasio, 50 mM de NaCl, y 2 mM de EDTA
a pH de 6.5 (como se utilizd en el Ejemplo 1), otras
composiciones son mas compatibles con alguna de las étapas
cromatograficas descritas en la presente y proporcionan
otros beneficios en relacién al proceso estandar. Por
ejemplo, la conjugacién puede ser efectuada en DMA al 3 %,
12.5 mM de fosfato de potasio, 12.5 mM de NaCl, y 0.5 mM de
EDTA a pH de 6.5. Bajo estas condiciones, la cantidad de
DM4 incorporado en relacién a la cantidad e ligante
incorporado en el anticuerpo huB4 fue de aproximadamente 10

$ mas alta que para las condiciones esténdares. Ademas,

neonaT
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estas condiciones son mds compatibles con cargar sobre

resinas tales como resinas de intercambio catidnico y CHT.

[0120]Todas las referencias incluyendo publicaciones,

solicitudes de patentes, y patentes, citadas en la presente
se incorporan a la misma como referencia ‘en la misma
medida que si cada referencia fuera individual vy
especificamente indicada para ser incorporada como

referencia y fuera expuesta integramente en la presente.

AN 4

[0121]El wuso de “un” (antes de consonante) vy un
(antes de vocal) vy “el[ la” y referentes similares en el

contexto de describir la invencidn (especialmente en el

contexto de las reivindicaciones siguientes) son

construidas para cubrir tanto el singular como el plural, a
menos que se indique de otra manera en la presente o sea

contraindicada claramente por el contexto. Los términos

AN A% W

gue comprenda”, gque tenga”, gue incluya” y “que

contenga” se construyeron como términos de finalidad

abierta (es decir que significan “que incluya pero no se .

limite a”) a menos que se indique de otra manera. La cita
de intervalos de valores en la presente estd meramente
prevista para servir como un método abreviado de referirse
individualmente a cada valor separado gque caiga en el
intervalo, a menos due se indique de otra manera en la
presente, y cada valor separado es incorporado en la
especificacién como si fuera citado individualmente en ia
presente. Todos los métodos descritos en la presente pueden
ser efectuados en cualquier orden a menos que se indique de

otra manera en la presente o se contraindique claramente

>
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por el contexto. El uso de cualquiera y de todos los
ejemplos, o lenguajes ejemplares (por ejemplo “tal como”)
proporcionado en la presente, estd previsto meramente para
mejor iluminar lavinvencién Yy no presenta una limitacidn
sobre el alcance de la invencién a menos que se reclame de
manera diferente. Ningin lenguaje en la especificacién
debera construirse como indicando cualquier elemento no
reclamado como esencial para la préactica de la invencién.
[0122]En la presente se describen modalidades
preferidas de esta invencidén, incluyendo el mejor modo
conocido por los inventores ©para llevar a cabo la
invencién. Variaciones de las modalidades preferidas pueden
volverse obvias para los expertos en el arte a partir de la
lectura de la descripcidén anterior. Los inventores esperan
que los expertos empleen dichas variaciones segﬁﬁ sea
apropiado, y los inventores pretenden que la invenciénAsea
practicada de otra manera a la especificamente descrita en
la presente. Por consiguiente, la invencidén incluye todas
las modificaciones y equivalentes del asuntovcitadb en las
reivindicaciones anexas a la presente como permitidas por
la ley aplicable. Ademas, cualquier combinacién de los
elementos anteriormente descritos en todas las variaciones
posibles de los mismos est&d abracada por la_invencién a
ﬁenos que se indique de otra manera en la presente o se

contraindique claramente por el contexto.
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REIVINDICACIONES - SOLICITUD DIVISIONAL

Un proceso para preparar un conjugado de agente de unién
celular-agente citotdéxico que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto un agente de unidén celular con
un reactivo de reticulacién bifuncional para adherir de
forma covalente un ligador al agente de unién celular vy
preparar por lo tanto una primer mezcla que comprende
agentes de unidén celular que tienen ligadores unidos a
estos,

(b) someter la primer mezcla a filtracidén de flujo
tangencial, precipitacién selectiva, filtracién de
adsorcién, o cromatografia de adsorcidén y preparar por lo
tanto una primer mezcla purificada de agentes de unién
celular que tienen ligadores unidos a estos,

(c) conjugar un agente citotdxico a los agentes de
unién celular que tienen ligadores unidos a estos en la
primer mezcla purificada al hacer reaccionar los agentes de
unién celular que tienen ligadores unidos a estos con un
agente citotdéxico en una solucidén que tiene un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 9 para preparar una
segunda mezcla que comprende (i) un agente de unidén celular
acoplado quimicamente a través del ligador al agente
citotédxico, (1i) un agente citotdéxico libre, y (iii)
subproductos de reaccidn, y

(d) someter la segunda mezcla a precipitacién
selectiva, filtracién de adsorcidén, o cromatografia de
adsorcién para purificar los agentes de unién celular
acoplados quimicamente a través de los ligadores al agente
citotdéxico a partir de los otros componentes de la segunda
mezcla y preparar por lo tanto una segunda mezcla purificada

de los agentes de unidén celular acoplados quimicamente a
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través de los ligadores al agente citotéxico,
con la condicién que si la primer mezcla se somete a
filtracién de flujo tangencial en la etapa (b), la segunda

mezcla no se somete a cromatografia de adsorcién en la etapa

(d).

El proceso de la reivindicacién 1, en donde se utiliza la

cromatografia de adsorcién en las etapas (b) y (d).

El proceso de 1la reivindicacién 1 o 2, en donde la
cromatografia de adsorcién se selecciona del grupo que
consiste de cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia
de induccién de carga hidrdéfoba (HCIC), cromatografia de
interaccién hidréfoba (HIC), cromatografia de intercambio
idénico, cromatografia de intercambio idénico de modo
mezclado, cromatografia de afinidad de metal inmovilizado
(IMAC), cromatografia de ligando de tinte, cromatografia de
afinidad, cromatografia de fase inversa, y combinaciones de

las mismas.

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

aproximadamente 4 a aproximadamente 6.

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

aproximadamente 6.5 a aproximadamente 9.

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

6.0 o un pH mayor de 6.5.
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10.

11.

12.

13.

14.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde el agente de unién celular se selecciona del grupo que
consiste de anticuerpos, interferones, interleuquina 2 (IL-
2), interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 4 (IL-4),
interleuquina 6 (IL-6), insulina, EGF, TGF-a, FGF, G-CSF,

VEGF, MCSF, GM-CSF, y transferrina.

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

donde el agente de unidén celular es un anticuerpo.

El proceso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo monoclonal.

El proceso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo monoclonal humanizado.

El proceso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo se
selecciona del grupo que consiste de huN901, huMy9-6, huB4,
huC242, trastuzumab, bivatuzumab, sibrotuzumab, CNTO95,

huDS6, y rituximab.

El proceso de la reivindicacidén 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo gquimérico.

El proceso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo humanizado.

El proceso de la reivindicacidén 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo monoclonal humano.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

El proceso de la reivindicacién 8, en donde el anticuerpo es

un anticuerpo monoclonal de ratén.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en
donde el agente citotdéxico se selecciona del grupo que

consiste de maitansinoides, taxanos, y CC1065.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en

donde el agente citotdxico es un maitansinoide.

El proceso de la reivindicacién 17, en donde el

maitansinoide comprende un grupo tiol.

El proceso de la reivindicacién 18, en donde el
maitansinoide es N? -deacetil-N? - (3-mercapto-l-oxopropil)-

maitansina (DM1).

El proceso de la reivindicacidén 18, en donde el
maitansinoide es N?' -deacetil-N® - (4-metil-4-mercapto-1-

oxopentil)-mautansina (DM4).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, en
donde el agente de unidén celular se acopla guimicamente al
agente citotdéxico a través de enlaces quimicos seleccionados
del grupo que consiste de enlaces de disulfuro, enlaces
labiles de &cido, enlaces fotolédbiles, enlaces labiles de
peptidasa, enlaces de tiocéter, y enlaces labiles =~ de

esterasa.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en

donde el reactivo de reticulacién bifuncional se selecciona
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23.

24.

25.

del grupo que consiste de 3-(2-piridilditio)propionato de N-
succinimidilo (SPDP), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil) -
ciclohexano-l-carboxi- (6-amidocaproato), (LC-SMCC), éster de
N-succinimidilo de 4&cido x-maleimidoundecanoico (KMUA) ,
éster de N-succinimidilo de 4cido y-maleimidobutirico (GMBS),
éster de N-hidroxisuccinimida de &cido e-maleimidocaproico
(EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida
(MBS), éster de N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS),
succinimidil-6-(f-maleimidopropionamido)hexanoato (SMPH), 4-
(p-maleimidofenil)-butirato de N-succinimidilo (SMPB), N-(p-
maleimidofenil)isocianato (PMPI), N-succinimidil-4-
(ydoacetil)-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA),

y 3-(bromoacetamido)propionato de N-succinimidilo (SBAP).

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en
donde el reactivo de reticulacidén bifuncional se selecciona
del grupo que consiste de 4-(2-piridilditio)butancato de N-
succinimidilo (SPDB), 4-(2-piridilditio)pentanocato de N-
succinimidilo (SPP), y 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato de N-succinimidilo

(SMCC) .

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-23, en

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

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, en
donde la solucién en la etapa (c) comprende un agente
regulador seleccionado del grupo gue <consiste de un
regulador de citrato, un regulador de acetato, un regulador

de succinato, y un regulador de fosfato.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidén proporciona un pProceso para preparar un
agente de enlace celular quimicamente acoplado a un
fdrmaco. El1 ©proceso comprende fijar covalentemente un
ligante a un agente de enlace celular, una etapa de
purificacién, conjugar un féarmaco al agente de enlace

celular y una etapa de purificacién subsiguiente.
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