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Ref.: Expediente No. 08.019.768
Solicitud de Patente 2 nombre de IMMUNOGEN, INC.

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN, identificada como aparece

al pie de mi firma, domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53 Piso 6, obrando .

como apoderada de la sociedad IMMUNOGEN, INC., domiciliada en
Cambridge, Estados Unidos de América, solicitante de la patente de la
referencia, me permito informar lo siguiente:

1. Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la
Decisién 486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier
momento del tramite, presento junto con este memorial nueva descripcidon y
nuevo capitulo reivindicatorio que ahora consta de 36 clausulas y en las cuales
se realizaron las siguientes modificaciones:

1.1 Enla descripcion

Se enmendd la descripcién con el fin de enunciar la divulgacién de los
parrafos 0008 y 0060 a 0062 de la descripcién de la Solicitud de Patente
Estadounidense No. 11/352.121 publicada el 17 de agosto de 2006 como la
Publicacion de Solicitud de Patente U.S. No. 2006/0182750 A1, las cuales
fueron incorporadas de manera total como referencia en la presente solicitud,
como se establecid en el folio 103 y 126 de la solicitud en espafol de la
descripcién originalmente presentada.

En este sentido, especificamente se ha modificado el parrafo 0010 y se han
insertado los nuevos parrafos 0018 y 0019 entre los parrafos originales 0017 y
0018. En consecuencia, se renumeraron de conformidad los parrafos
restantes.

Ad1c10nalmente los nuevos patrafos 0041 y 0049 de la solicitud originalmente
presentada se modificaron con el fin de corregir errotes tipograficos en la
formula quimica y en el texto. En cuanto a la correccidén de la formula
quimica expuesta en los parrafos 0041 y 0049, el solicitante respetuosamente
dirige la atencién del sefior examinador a la publicacion de la solicitud de
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patente U.S. 2004/0235840 Al, la cual revela la t6rmula 4’ en los parrafos

.0027-0029 y en los parrafos 9273 a 0275 que corresponde a la férmula IIT de

la solicitud en estudio.

La publicacién de la solicitud de patente U.S. 2004/0235840 también revela la
formula 4% en los parrafos 0119-0121 y en los parrafos 0309-0311, que
cortesponde a la formula VII de la presente invencién. Adicionalmente, los
parrafos 0029 y 0275 de la publicacion de la solicitud de patente U.S.
2004/0235840 define a Y’ de la férmula 4’ para tener dos enlaces triples de
catbono. De manera similar, los parrafos 0121 y 0311 de la publicacién de la
solicitud de patente U.S. 2004/0235840 define a Y’; de la férmula 4°; para
tener dos enlaces triples de carbono.

En este orden de ideas, el inventor respetuosamente manifiesta que las
definiciones de Y’ y Y’» expuestas en la publicacion de la solicitud de patente
U.S. 2004/0235840 comprenden errores tipograficos inadvertidos, que revelan
un atomo de carbono trivalente. No obstante, una persona versada en la
materia apreciaria que el carbono es un itomo tetravalente y por lo tanto,
dicha persona reconoceria que tal atomo de carbono trivalente no existe. Mas
adn, estos errores tipograficos fueron subsiguientemente corregidos durante la
prosecucion de la publicacién de la solicitud de patente U.S. 2004 /0235840, en
donde el sustento para las mismas modificaciones se encuentra en la figura 2
de dicha publicacion.

Los errores tipograficos en la publicacion de la solicitud de patente U.S.
2004/0235840 serian obvios para una persona versada en la materia de modo
que las modificaciones para Y’ y Y’» expuestas en el presente escrito
representan la recitacion de la materia objeto que fue previamente incorporada
como referencia en la presente solicitud.

Adicionalmente, el sefior examinador puede observar que se introdujeron los
nameros de parrafo entre corchetes como aparece en el texto original en
inglés, esto con el fin de poder ubicar mas ficilmente las modificaciones
anteriormente expuestas. El sustento para estas modificaciones se encuentra
en los documentos de prioridad estadounidenses 60/710,853 y 60/797,713 del
24 de agosto de 2005 y 4 de mayo de 2000, respectivamente.

1.2 En el capitulo reivindicatorio

1.2.1 Se especificéd en el literal ¢) de la reivindicacién 1 que el firmaco es un
agente citotoxico y ademas se definio que el pH de la solucién es menor que
6.0 o el pH es mayor que 6.5 de acuerdo con lo revelado en la antigua
reivindicacion 5 y esta reivindicacién junto con las antguas clausulas 7 y 8 se
modificaron de tal manera que queden consistentes cono lo manifestado ahora
en la nueva reivindicacién 1. El sustento para este cambio se encuentra en el
parrafo 0014 de la descripcién. '

1.2.2 En las antiguas reivindicaciones 5 y 6 se cancelé el término “resina”.



1.2.3 Se cancelaron las antiguas reivindicaciones 9 a 20, 23 2 27, 33y 40 a 41.

1.2.4 Las antiguas reivindicaciones 21 y 22 se renumeraron como las nuevas
reivindicaciones 9 y 10.

1.2.5 Se introdujeron las nuevas reivindicaciones 11 a 25. El sustento para
estas reivindicaciones se encuentta en el parrafo 0015. El soporte para la
nueva reivindicacion 17 se encuentra en el parrafo 0012, Las nuevas
reivindicaciones 18 a 20 se encuentran sustentadas por lo divulgado en el
parrafo 0014. Las reivindicaciones 21 y 22 tienen sustento en el parrafo 0016.

Las nuevas reivindicaciones 11 a 14 y 23 a 25 se encuentran sustentadas por el
lenguaje de la Solicitud de Patente Estadounidense No. 11/352,121 la cual se
encuentra debidamente referenciada en la descripcion

1.2.6 Las antiguas cliusulas 28 a 32 y 34 a 39 se renumeraron como las nuevas
reivindicaciones 26 a 36 y se modificé su dependencia.

1.2.7 Se especificé en la antigua reivindicacién 35 (nueva clausula 32) que el
firmaco es un agente citotoxico, al igual que se nombrd en la nueva
reivindicacion 1. El sustento para esta modificacién se encuentra en el parrafo
0033 y en la clausula original 14.

En cuanto a estas modificaciones, atentamente nos permitimos manifestar que
las mismas no amplian de ninguna manera la materia originalmente presentada
en la solicitud en estudio y se proporcionan en aras de especificar el alcance de
la presente invencidn.

Atentamente acompafiamos el recibo de caja No.09-90,923 del 2 de diciembre

de 2009, con el cual queda cubierta la tasa por la modificacidén de la solicitud y
formulatio de modificaciones debidamente diligenciado.

Senor Superintendente,

(0 y 7

DILIA MA RODR Z D’PALEMAN
CC. 41.654.882

TP 20824 CSJ
NEA



Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA \_

FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

SOLICITUD DE:

Correccién de error material - Modificacién a una solicitud.

Nombre: INMUNOGEN, INC. IDENTIFICACION
Direccion: 128 Sidney Street, Cambridge, MA
02139 Estados Unidos de América CC.[X NIT
SOLICITANTE Nacionalidad o domicilio: Cambridge, MA,
(71) Estados Unidos de América C.E. Otro
Lugar de Constitucion: Massachussets, Estados
Unidos de América Cual

Teléfono: Fax: Nuimero
E-mail

3 Nombre: DILIA MARIA RODRIGUEZ IDENTIFICACION
D'ALEMAN
REPRESENTANTE | Direccién: Carrera 11 No. 86-53, piso 6 CC. | X NIT
O APODERADO
(74) Teléfono: 6 181088 Fax: 6350824 C.E. Otro
Cual
E-mail: clarkemodet@clarkemodet.com.co Numero 41.654.882
TP 20824 CSJ

4 Nuamero del expediente: 08.019.768

5 Descripcién de la correccién o modificacién solicitada: _Que se anote: Se enmendd la
descripcion con el fin de enunciar la divulgacion de los parrafos 0008 y 0060 a 0062 de la descripcion
¥ |a Solicitud de Patente Estadounidense No. 11/352.121 publicada el 17 de agosto de 2006 como de
fa Publicacién de Soiicitud de Patente U.S. No. 2006/0182750 A1, las cuales fueron incorporadas de
manera total como referencia en la presente solicitud. Adicionalmente, se modificdé el capitulo
reivindicatorio para especificar que el farmaco es un agente citotdxico. También, se cancelaron las
antiguas reivindicaciones 9 a 20, 23 a 27, 33y 40 a 41.

Comprobante de pago No. 09-90.923

7 Anexos:

- Comprobante de pago de la tasa

Poderes si fuese el caso

Documento que acredita la existencia y representacion legal de las partes, cuando sean
personas juridicas.

NOMBRE : DILIA RODRIGUEZ D’ALEMAN i_g é/ (/L.
=

FIRMA:
'c.c. 41.654.882 T.P. 20824CS)
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PROCESO PARA PREPARAR CONJUGADOS DE ANTICUERFC Y

. MAYTANSINOIDE

CAMFO DE LA INVENCION

[0001]Esta invencién. pertenece & un proceso - para
preparar conjugados de . sustancialmente alta pureza vy

estabilidad, en donde los ceonjugades comprenden un agente

de enlace celular gquimicamente acoplado a un farmaco.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002]31 tratamiedio de cancer ha progresado
significativamente con | el. desarrcllo de productos
farmacéuticqs gue llegan mas eficientemente a y. matan a
ceélulas cancerosas. Para  este fin los investigadores han
tomade ventaja de -rec@btores de superficie celular vy
antigenos expresados seléctivamente por células dg céncef
para desarrollar <farmacos basados en anticuerﬁos gue
enlazan a antigenos espécificos de tumor o asocliados a
tuﬁor. A este respecto,xmoléculas citotdxicas tales como
bacterias y toxinas vegetales, radionucledtidos, vy cliertos
farmacos quimioterapéuticos han side ligados quimicamente a
anticuerpos monoclonales que enlazan a antigenos de
superficie celular asociados a tumor o especificos de tumor
(ver, por ejemplo, ‘ias Sclicitudes de Patentes
Internacionales WO 00/02587, WO 02/060955, y WO 02/082127,
Patentes U. 5. Nos. 5,475,092, 6,340,701, vy 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
comc toxina, radionucledtido, y “conjugados” de farmaco,
respectivamente. A menudo también son mencionados como
inmunoconjugados, radiocinmunoconjugades, e inmunotoxinas.
La muerte de células tumorales tiene lugar a partir del
enlace del conjugado de farmaco a una célula tumoral y
liberacién y/o activacién de la actividad citotdéxica del
farmaco. La selectividad producida por conjugados de
fdrmaco minimiza 1la toxicidad hacia células normales,
mejorando asi la tolerancia del farmaco en el paciente.

[0003]Se han descrito previamente procesos para

conjugar anticuerpos a agentes citotdxicos que contengan

sulfhidrilo tales como maytansinoides (ver, por ejemplo las
Patentes U.S. Nos 5,208,020, 5,416,064, yl6,441,163). Por
ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5,208,020 y 5,416,064
describen un proceso para fabricar conjugados de
maytansinoide-anticuerpo en donde el anticuerpo es primero
modificado con un reactivo heterobifuncional tal como se
describe en las Patentes U.S5. Nos. 4,149,003, 4,563,304 vy
Publicacién de Solicitud de Patente No. 2004/0241174 Al.
Patentes u.s. 5,208,020 Y 5,416,064 describen
adicionalmente la conjugacién de un anticuerpo modificado
con un excesc de un agente citotéxiceo gue contenga
sulfhidrilo a pH de 7, seguido por purificacidn sobre
columnas para cromatografia Sephadex™ G25. La purificacién
de conjugados de anticuerpo-férmaco por cromatografia por
exclusién de tamafdo (SEC) también se ha descrifo (ver, por

ejemplo, Liu y colaboradores, Procc. Natl. Acad. Sci.
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(USA), 93: 8618-8623 (1996), y Chari y colaboradores,
Cancer Research, 52: 127-131 (1992)).

[0004]Los procesos gue se han descrito previamente
para la fabricacién de los conjugados anticuerpo-farmaco
son complejos porque estdn obstaculizados con etapas due
son incémodas, para realizar o producir inmunoconjugados
gue son menos puros o menos estables que lo deseable
éptimamente. Por ejemplo, la conjugacidén a un pH de entre
6.0 y 6.5 no es optima para producir conjugados puros y
estables. Ademas, la reaccién 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 1la <calidad del
producto, tales como pureza y/o estabilidad. Seria deseable
adicionalmente tener opciones de purificacidén adicional que
las que han sido descritas hasta ahora en cuanto a algunas
opciones seradn més eficientes con ciertas combinaciones de
agentes de enlace celular,'enlazadores, y farmacos, que con
otros.

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

como también aspectos adicicnales de la invencién, serdn



"

10

15

20

25

.

obvias a partir de la descripcién de la invenciédn

proporcionada en la presente.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

[0007]La invencién  proporciona un proceso para
preparar un conjugado sustancialmente de alta pureza vy
estabilidad gque comprende un agente de enlace celular
quimicamente acoplado a un farmaco. El1 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 gque comprenda agentes de
enlace celular que tengan ligantes enlazados a los mismos,
(b) someter la primera mezcla a filtracidén de £flujo
tangencial, cromatografia por absorcién, filtracidén por
adsorcidn, precipitacidn 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 farmaco a los agentes de enlace
celular que tengan ligantes enlazados a éstos en la primera
mezcla purificada por reaccidn de los agentes de enlace
celular que tengan ligantes enlazades 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 quimicamente 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 adsorcidén, filtracién de
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adsorcién, precipitacién selectiva, o combinaciones de los
mismos para purificar los agentes de enlace celular
quimicamente acoplados a través de enlaces al farmaco desde
otros componentes de la segunda mezcla y preparar asi una

segunda mezcla purificada.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

{oo08]La invencién  proporciona un  proceso  para

preparar conjugados de farmaco-agente de enlace celular .

sustancialmente de alta pureza y estabilidad. Dichas

composiciones pueden ser usadas para tratar enfermedades a

causa de la alta pureza y estabilidad de 1los conjugadoes.’

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
pureza se considera ser: (a) mayor que 90 %,
preferiblemente mayor que 95 %, de especies conjugadas sean
moncméricas, y/o (b) el nivel de farmaco libre en la
preparacién del conjugado es de menos de 2 % (en relacidn
al farmaco total).

[0009]2A este respecto, el proceso de la invencién
comprende (a) modificar el agente de enlace celular con un
reactivo reticulador bifuncional para fijar covalentemente
un ligante al agente de enlace celular y asi preparar una
primera mezcla gque comprenda agentes de enlace celular que

tengan ligantes enlazados a los mismos, (b) someter 1la
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primera mezcla a filtracién de flujo tangencial,
cromatografia de adsorcién, filtracién de adsorciédn,
precipitacién selectiva, o combinaciones de los mismos,
para purificar los agentes de enlace celular gque tengan
ligantes enlazados a los mismos desde otros componentes de
la primera mezcla y asi preparar una primera mezcla
purificada de agentes de enlace celular que tengan ligantes

enlazados a los mismos, (cyconjugar un 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 1ligante al farmaco, (ii) farmaco
libre, y (iii)sub-productos de reaccidn, y (d) someter 1la
segunda mezcla a filtracién de flujo tangencial,
cromatografia de adsorciodn, filtracién de adsorcidn,

precipitacidédn selectiva, o combinacidén de los mismos, para

remover los farmacos, reactantes y sub-productos no

conjugados, asi como también para obtener conjugados de
farmaco - agente de enlace <celular sustancialmente
purificados. Opcionalmente, el proceso de 1la invencién

comprende ademas 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.

0
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[0010]Preferiblemente, filtracidén de flujo tangencial

(TFF, también conocido como filtracién, ultrafiltracidén vy
diafiltracién de flujo transversal), y/0 resinas para
cromatografia de adsorcién son utilizados en las etapaé de
purificacién. No obstante, cuandc se usdé TFF en la primera
etapa de purificacién (etapa b) en (etapa c¢), se usd una
conjugacidén a pH de 6.0 - 6.5, y se utilizd una resina para
cromatografia de adsorcidén en la segunda etapa de
purificacidén  (etapa d), se prefirié que la resina para
cromatografia de adsorcién noc sea una resina de intercambio
idénico. En otras modalidades preferidas, se ufiliza TFF en
ambas etapas de purificacién, resinas para cromatografia de
adsorcidén se utilizaron en ambés etapas de purificacién. De
manera alternativa, se utilizéd una resina para
cromatografia de adsorcién en la primera etapa de
purificacién, y TFF se utilizé en la segunda etapa de
purificacién. Una combinacidén de TFF y de una resina para
cromatografia de adsorcidén puede ser wutilizada en la
primera y/o en la segunda etapa de purificacidén también.
[0011] Pueden utilizarse cualquiera de los sistemas de
TFEF adecuados, incluyendo un sistema de tipo Pellicon
(Millipore, Billerica, MA), un sistema de Cartucho Sartocon
(Sartorius AG, Edgewood, NY), y un sistema de tipo

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

[0012] Puede utilizarse cualguier resina para .

cromatografia de adsorcidén. Las resinas para cromatografia
de adsorcidén preferidas incluyen resinas para cromatografia

de hidroxiapatita, cromatografia por induccién de carga
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hidrofdbica (HCIC), cromatografia por interaccién
hidrofébica (HIC), cromatografia por intercambio idnico,
cromatografia por intercambio 1idénico en modalidad de
mezcla, cromatcgrafia 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 hidroxiapatita adecuadas

incluyen hidroxiapatita cerdmica (CHT de tipo I y de Tipo

I1I, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA), hidroxiapatita HA

Ultragel (Pall Corp, East Hills, NY), y fluorocapatita
ceramica (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 Hypercel (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 1idénico 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 BAbx (JT Baker,
Phillipsburg, NJ). Ejemplos de resinas IMAC adecuadas
incluyen 1la resina Chelating Sepharose (GE HealthCare,
Piscataway, NJ}) y 1la resina Profinity IMAC (Bio-Rad

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

A

200
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tefiido adecuadas incluyen la resina Blue Sepharose (GE
HealthCare, Piscataway, NJ) y la resina Affi-fel Blue (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA). Ejemplos de resinas por
afinidad adecuadag incluyen la resina Protein A Sepharose
(por ejemplo, MabSelect, 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 posee sitios 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 1inversa adecuadas
incluyen las resinas C4, C6, y Cl8 (Grace Vydac, Hesperia,
CA) .

[0013]De conformidad con el método de la invenciédn, se
produce una primera mezcla que comprenda un agente de
enlace celular gue tenga ligantes enlazados al mismo, asi
ccmo también reactantes 3% 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 purificacién.
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 adsorcién, filtracidén por

adsorcion, o precipitacidén selectiva, o cualquier otro
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proceso de purificacién adecuado, asi. como también
combinaciones de los mismos. Esta primera etapa de

purificacién proporciona una primera mezcla purificada, es
decir una concentracidén creciente del agente de enlace
celular que tenga ligantes enlazados al mismo Yy una

cantidad decreciente del reactivo reticulador bifuncional

sin enlazar, en comparacién con la primera mezcla antes de

purificacidén de conformidad con la invencién.

[0014]Después de purificacién de la primera mezcla
para obtener una primera mezcla purificada de agentes de
enlace celular que tengan ligantes enlazados a los mismos,
un farmaco es conjugado a los agentes de enlace celular que
tengan ligantes enlazados a los mismos en la primera mezcla
purificada por reaccidén de los agentes de enlace celular
que tengan ligantes enlazados a los mismos con un farmaco
en una solucidén gque tenga un pH desde aproximadamente 4 a
aproximadamente 9, después de lo cual se produce una
segunda mezcla que comprende (i) el agente de enlace
celular quimicamente acoplado a través del 1ligante al
férméco, {(ii) féarmaco 1libre, vy (iii) sub-productos de
reaccién. Mientras que 1la reaccidén de conjugacidén es
efectuada a un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 9,
la reaccién se efectia preferiblemente a wun pH de
aproximadamente 6 o menos © a pH de aproximadamente 6.5 o
mayor, mas preferiblemente a un pH de aproximadamente 4 a
aproximadamente 6 © a 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 que 6.5 a 9. Cuando la etapa de
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conjugacidén es efectuada a un pH de aproximadamente 6.5 o
mds, algunos farmacos que contienen sulfhidrilo pueden
tener tendencia a dimerizar por medio de la formacidn de
enlaces disulfﬁro. Puede requerirse, la remocién de huellas
de metales y/o de oxigeno a partir de la mezcla de

reaccién, asi como también adicién opcional de

antioxidantes o w1 wuso de ligantes «con mas grupos

desplazables reactivos, o adicién de farmaco en mas de una
alicuota, para permitir la reaccidn eficiente en una
situacién tal.

[0015]0pcionalmente, la purificacidn del agente de
enlace celular modificado puede ser omitida. En una
situacidén tal, el farmaco puede ser anadide simultineamente
con el reactivo reticulador o al mismo tiempo, por ejemplo
l, 2, 3, o mads horas después de adicidén del reactivo
reticulador al agente de enlace celular.

[CO1l6]EL método de la invencién puede incluir
opcionalmente la adicidén de sacarosa en la etapa de
conjugacién, usada en el método de la invencién para
incrementar la solubilidad y la recuperacidén de conjugados
de farmaco-agente de enlace celular. Deseablemenée, la
sacarosa es ahadida a una concentracién de aproximadamente
0.1 % (peso/volumen) a aproximadamente 20 % (peso/volumen)

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

@

aproximadamente 5 % (peso/volumen}) aproximadamente 10
(peso/volumen) aproximadamente 15 % (peso/volumen), o
aproximadamente 20 % (peso/volumen)). Preferiblemente, la

sacarosa es afadida a una concentracién de aproximadamente
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i)

1 % (peso/volumen) a aproximadamente 10 % (peso/volumen)
(por ejemplo, aproximadamente 2 % (peso/volumen),

[«

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

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

la reaccién de conjugacidén también puede comprender la
adicion 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 regqulador de acetato, un regulador de
succinato, y un regulador de fosfato.

[0017])Después de la etapa de conjugacidn, 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 filtracidén de’  flujo tangencial basado en

membrana, cromatografia de adsorciédn, filtracidén de
adsorcidn, precipitacidén selectiva, o cualquier otro
proceso de purificacidén adecuado, asi como también

combinaciones de los mismos, los cuales se exponen en la

© presente. Esta segunda etapa de purificacidén proporciona

una segunda mezcla purificada, es decir, una concentracidén
creciente del agente de enlace <celular quimicamente
acoplado a través de los ligantes al farmaco y una cantidad
decreciente de uno o mas componentes diferentes de la
segunda mézcla, en comparacidédn con la segunda mezcla antes
de purificacidén de conformidad con la invencién.

[0018]El proceso de la invencidn opcionalmente ademas

comprende una etapa de detencién después de la modificacién

P
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del lagente de enlace celular con un agente reticulante
bifuncional. La etapa de detencidon comprenden mantener la
solucién a una temperatura adecuada por un periodo- de
tiempo para liberar los ligantes enlazados inestablemente
del agente de enlace celular mientras que no se liberan
sustancialmente los ligantes enlazados establemente del
agente de enlace celular. De manera deseable, el paso de
detencidén comprende mantener la solucién a una temperatura
de aproximadamente 2°C hasta aproximadamente 8°C por un
periodo de al menos alrededor de 12 horas por hasta 30 dias
o mas. Alternativamente, la duracidén del paso de detencidn
puede ser sustancialmente reducida mediante la realizacién
del pasc de detencidén a tempefatura elevada, con 1la
temperatura maxima limitada por 1la estabilidad del
conjugado agente de enlace celular-farmaco. Por ejeﬁplo,
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
cuétro semanas, incluso mas preferiblemente, entre una y
dos semanas y mas de preferencia por aproximadamente una
semana o mencos (por ejemplco, 2 horas hasta aproximadamente
seis dias). Los valores preferidos de pH para la etapa de
detencién 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
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preferencia, el paso de detencién comprende incubar la

mezcla gque comprende el agente de enlace celular en un

intervale entre 20 y 30°C a un pH de aproximadamente 6.5

por aproximadamente 12 horas hasta alrededor de 1 semana.
El paso de detencién puede ser realizado antes o después de
que el agente de enlace celular es conjugade al farmaco.
Preferiblemente, el paso de detencién es realizado
directamente después de la modificacién del agente ce
enlace celular con el reactivo reticulante bifuncional.
[0019]En una modalidad, 1la duracién del paso de
detencién puede ser sustancialmente reducida mediante 1la
adicién de nucleébdbfilos. Los nucleéfilos pueden ser
agregados durante el paso de conjugacién y el paéo de
detencién puede ser realizado de manera simultanea con la
¢onjugacién. En el contexto de la invencidn, los
s
nucledéfilos son partes quimicas que pueden reaccionar con
grupos éster e imidazolamidas sobre los agentes de enlace
celular en soluciones acuosas. Son conocidos en el arte
adecuados nucledéfilos e incluyen, por ejemplo, aminas
primarias, es decir, RNH,, donde R es un grupc algquilo o
aromatico; o aminas secundarias, es decir, RR'NH, donde R y
R’ son grupos alquile o aromatico. También las aminas
pueden ser aminocacidos, péptidos que contienen aminoacidos
de 1lisina, péptidos que contienen grupos alfa-amino o
grupos amino secundarios no naturales, o aminas solubles en
agua. Los nucleéfilos pueden estar en solucién, in un
estado polimérico, o en una forma inmovilizada como un

reactivo en fase sélida. Ejemplos de nucledéfiloes
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adecuados en solucién incluyen, pero no estan limitados a
glicilglicina, glicina, taurina (2-aminoetansulfonato de
sodio) , etanoiamina, dietanolamina, lisina, hidroxilamina,
hidracina, imidazol, histidina, ‘etilamina, 2-amino-2-
(hidroximetil) -1,3-propan-diocl y 4-amino-l-butanol. Las
concentraciones adecuadas de nucledéfilos solubles oscilan
desde aproximadamente 0.1 mM hésta el limite de solubilidad
para el nucledfilo particular. Ejemplos de nucledéfilos en
un estado polimérico, incluye pero no se limita a
poli (etilenimina), poli-lisina y péptidos con aminocacidos
de lisina y péptidos que contienen grupos alfa-amino o
grupos amino secundarios no naturales. Ejemplos de
nucledfilos en forma inmovilizada como un reactivo de fase
s6lida incluye, pero no se limita a aminas ligadas a fase
sélida, tal como EAH Sefarosa 4B Yy perlas de
aminometilpoliestireno. Para nucledéfilos de fase sdlida,
la cantidad molar de amina en fase sélida debe estar en
exceso scbre la cantidad del reticulante enlazado al agente

de enlace celular.

[0020]El agente de enlace celular puede ser cualquier
agente adecuado gque enlace a una c¢élula, 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, por 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), y
cualquier otro agente o molécula que especificamente enlace
a una molécula cobjetivo sobre la superficie de una célula.
[0021]E1l término ‘“anticuerpo", comc 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} inmuncglobulinas
guimeras, las cuales pueden enlazar a un antigeno scobre la
superficie de una c¢élula (por ejemplco, que contenga una
regidn determinante de complementaridad (CDR}) . Puede
usarse cualquier anticuerpo adecuado como el agente de
enlace celular. Un experto en el arte apreciarda que la
seleccién de un anticuerpo adecuado dependera de la
poblacién celular a ser considerada. A este respecto, el
tipo y nimero de moléculas de superficie celular (es decir,
antigenos) que son selectivamente expresados en una
poblacidén celular particular (tipica y preferiblemente una
poblacién celular enferma), gobernara la seleccidén de un

anticuerpo apropiado para uso en la composicién de la

invencién. Perfiles de expresidén en superficie celular son -

conocidos para una amplia variedad de tipos celulares,
incluyendo tipos celula?es tumorales, o, si no se sabe,
puede ser determinado usando técnicas de biologia molecular
e histoquimica de rutina.

[0022]El1 anticuerpc puede ser policlonal o meoncclonal,
pero mas preferiblemente es un anticuerpo monoclonal. Como
se usa en la presente, anticuerpos “policlonales”, se

refieren a poblaciones heterogéneas de moléculas de

W

2l



10

15

20

25

17

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 antigeno particular. Los anticuerpos
monoclonales son producidos tipicamente por medio de un
solo clon de linfocitos B (“céiulas B”}. Los anticuerpos
monoclonales pueden obtenerse usando wuna variedad de
técnicas conocidas por los expertos en el arte, incluyendo
la tecnologia estédndar del hibridoma (ver, por ejemplo,
Khdler & Milstein, Eur J. Immunol., 5: 511-519 (1976),
Harlow y Lane (eds.), Antibodies: A Laboratory Manual, CHS
Press (1988), y C.A. Janeway y colaboradores (eds.),
Immunobioclogy, 5®. Ed., Garland Publishing, New York, NY
(2001)). En resumen, el método del hibridoma de producir
anticuerpos monoclonales tipicamente involucra inyectar a
cualquier animal adecuado, tipica vy preferiblemente un
ratén, con un antigeno (e s decir, un inmundégeno). E1
animal es sacrificado subsécuentemente, y células B
aisladas de su bazo son fusionadas con células de mieloma
humano. Se produce una célula hibrida (es decir, un
“hibridoma”)}, el cual prolifera indefinidamente y
consecuentemente secreta titulos altos de un anticuerpo con
la especificidad deseada in vitro. Puede usarse cualquier
métode adecuado conocido en el arte para identificar
células hibridoma que producen un anticuerpo con la
especificidad deseada. Dichos ﬁétodos incluyen, por
ejemplo, el ensayo de inmunosorbente ligado a enzima

(ELISA), analisis por tincién Western, y radioinmunoensayo.

il



10

15

20

25

18

La poblacién de hibridomas es cribada para aislar clones
individuales, cada uno de los cuales secreta una sola
especie de anticuerpo al antigeno. Porque cada hibridoma es

un clon derivado de la fusidn con una sola célula B, todas

las moléculas del anticuerpo producidas son idénticas en

estructura, incluyendo su sitio de enlace antigénico e
isotipo. Los anticuerpos monoclonales también pueden ser

generados usando otras técnicas adecuadas incluyendo la

tecnologia del hibridoma-EBV (ver, por ejemplo, Haskard vy

Archer, J. Immunol. Methods, 74{2):361-67 (1984), y Roder y
colaboradores, Methods Enzymol., 121: 140-67 (1986) ),
sistemas de expresién en vector bacteriéfago (ver, por
ejemplo, Huse Yy colaboradores, Science, 246:1275-81
(1989)), o bibliotecas de exposicién de fago que comprenden
fragmentos de anticuerpo, tales como Fab y scFv (regién
variable de cadena unica) (ver, por ejemplo, las Pafentes
Uu.s. 5,885,793 y 5,969,108, y las Solicitudes de Patentes
Internacionales Nos. WO 92/01047 y WO 9%/06587).

[0023]1E]1l anticuerpo moncclonal puede ser aislado a
partir de o producido en cualquier animal adecuado, pero es
preferiblemente producido en un mamifero, mas
preferiblemente un ratén o© humano, y mas preferiblemente
un humano. Métodos para producir un anticuerpo en ratén son
conocidos por los expertos en el arte y se describen en la
presente. Con respecto a anticuerpos humanos, un experto
en el arte apreciard que pueden aislarse anticuerpos
policlonales del sueroc de sujetoé humanos vacunados o

inmunizados con un antigeno apropiado. Alternativamente,

2
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los anticuerpes humanos pueden ser generados adaptando
técnicas c¢onocidas para producir ‘anticuerpos humanos en
animales nc¢ humanos tales cémo ratones (ver, por ejemplo,
lés Patentes U.S. 5,545,é06, 5,569,825,Iy 5,714;352, y la

Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No. 2002/0197266

Al).

[0024]Mientras que =sea la seleccién ideal para
aplicaciones tergpéuticas en humanos, anticuerpoé humanos,
particularmente  anticuerpos monocionales humanos,
tipicamente son més dificiles de generar que anticuerpos
monoclonales de ratén, Los anticuerpbs monoclonales de
ratédn, no obstanté, inducen una respuesta rapida -del
huésped cuando se administra a humanos, lo cual puede
reducir el. poten;ial terapéutico y de diagnéstico del
conjugado farmaco-anticuerpo. Para  eliminar estas
éomplicacioﬁes, un anticuerpo moncclonal, preferiblemente
no es reconocide como “extrafio” por el sistema  I1nmune
humano.

[0025]Para este £fin, puede usarse la exposicidén del
fago para generar el anticuezpo,. A este respecto,
biblictecas de fago que.codifican a dominics variébles (V)
de enlace antigénico de ‘anticuerpes pueden ser generadas
usando técnicas de ADN recombinante y de biclogila molecular
estandar (ver, ©por ejemplo, Sambrook y‘ colaboradores
(eds. ), Molecular' Clening, A Labpratory Manual, 3%,
edicién, <Cold Spring: Harbor Laboratory Press, New York
(2001)}. El fago que codifica a una regién variable con la

especificidad deseada es seleccionado para enlace
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especifico . al antigeno  deseade, y se reconstituye un

anticuerpc humane completo, gue comprende el dominio
variable seleccionado., Secuencias de ‘dcido nucleico gue
codifican al anticuerpo reconstituido son introducidas =n
una linea celular adecuada, tal como una célula de mieloma

usada para produccidén de hibridoma, de mede que anticuerpos

humanos gque tengan las caracteristicas de anticuerpos
monoclonales son secretadas por la célula (ver, por
ejemplo, Janeway ¥ colaboradores, supra, Huse ¥

colaboradores, supra, y Patente U.S5. HNo. '6,265,150)¢
AlLernativamente, anticuerpes monoclonales pueden ser
generades a partir de ratones gue son transgenicos para
genes de inmunoglobulinavde cadena ligera y pesada humanos
especificos. Dichos métodos son conocidos en el arte y se
describen en, por ejemplo, las Patentes U.3. Nos. 5,545,806
v 5,569,825 y Janeway ¥ cdlaboradores, sucra.

[0ﬁ26]Més preferiblemente, el anticuesrpo es | un

anticuerpo humanizade. Como se usa en la presente, un

canticuerpe “humanizade” es une en el cual las regiones de

complementaridad’ (CDR) de un anticuerpo monoclonal de
ratén, que forman los circuitos de enlace antigénico del

anticuerpe, son injertados sobre la estructura principal de

una melécula de anticuerpo humano. Debido a la similaridad

de las estructuras principales de anticuerpos humancos y de
ratén, generalmente se agepta en el arte que este
procedimiento produce un anticuerpo monoclonal gque es
antigénicamente idéntico a un anficuerpo humano pero enlaza

al mismo antigeno que el anticuerpo monoclonal de ratén a

AL
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partir del cual las secuencias de CDR se derivaron.
Métodos para generar anticuerpos humanizados scn 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 vy 5,693,761, Patente Eurcpea No.
(0239400 Bl, y patente del Reino Unido No. 2188638. Los
anticuerpos humanizados pueden también ser generados gsando
la tecnologla de resuperficie de anticuerpé descrita en la
Patente U.5. 5,639,641 vy Pedersen y colaboradores, J. Mol.
Biol., 235: 959-973 (1994). Mientras qué el anticuerpo
empleado en el conjugado de la composicidn de la invencidn
més preferiblemente es un anticusrpe monoclonal humanizado,
un anticuerpce monoclonal humanc y un anticuerpo monoclonal
de ratdn, como se describieron anteriorménte estan en el
alcance de lahinvencién.

[002T]Fragmentos de anticuerpo gue tTienen al menos un
sitio de enléce antigénice, y por consiguiente reconocen vy
enlazan a &l menos un antigeno ¢ receptor presente sobre la
supgrficie de una célula diana, tamkién estan en el alcance
de la invencidén. A este respectec; la fragmentacién
proteclitica de una molécula de ahticuerpo intacto puede
producir una variedad de fragmentos. de anticuerpc gue
retienen la habilidad para reconocer y enlazar antigencs.
Por ejemplo, la digestion limitada dé una melécula de

anticuerpo con la papaina proteasa tipicamente produce tres

fragmentos, dos de 1les 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 anticuerpo, uno de los cuales retiene ambos

ramales de enlace antigénico de la molécula de anticuerpo,

Y es por consiguiente mencionado comc el fragmento

F{ab’),. La reduccién de un fragmento F(ab")2 con
ditiotreitol o mercaptoetilamina produce un fragmento
mencionado como un fragmento Fab’. Un fragmento de
anticuerpo de regién variable de cadena unica (sFv), que
consiste de un fragmento Fab truncado gue comprende el
dominio variable (V) de una cadena pesada de anticuerpo
ligado a un dominic V de una cadena ligera de anticuerpo
via un péptido sintético, puede ser generado usando las
técnicas de tecnologia de ADN recombinante de rutina (ver,
pcr ejemplo, Janeway y colaboradores, supra). De manera
similar, fragmentos de regidén variable estabilizadas con
disulfuro (dsFv} pueden ser preparados por tecnologia de
ADN recombinante (ver, por ejemplo, Protein Engineering, 7:
697-704 (1994)). Fragmentos de anticuerpo en el contexto de
la invencidén, 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. TImmunol., 131:2895-2902 (1983),
Spring y colaboradores, J, Immunol., 113:470-478 (1974), vy
Nisonoff y colaboradores, Arch. Biochem Biophys., 89%: 230-

244  (1960). El enlace de antigeno-anticuerpoc puede ser
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ensayado usando cualquier método conocido en el arte
disponible, tal come, por ejemplo, radicinmunoensayo (RiA),
ELISA, tincién Western, inmunoprecipitacién, y ensayos de
inhibicidén comparativos (ver, por ejemplo, Janeway Y
colaboradores, supra, y Publicacidén de Solicitud de Patente
U.S. No. 2002/0197266 Al).

[0028])Ademds, el anticuerpo puede ser un anticuerpo
quimérico o un fragmentd de enlace antigénico del mismo.
Por “guimérico” se quiere decir, que el anticuerpo
comprende al menos dos inmunoglobuiinas, o fragmentos de
las mismas, obtenidas o derivadas de al menos dos especies
diferentes (por ejemplo, dos inmunoglobulinas diferentes,
tales como la regién 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 antigénico del mismo,
tal como, por ejemplo, un anticuerpo de camélido (ver, por

ejemplo, Desmyter y colaboradores, Nature, Struct. Biol. 3:

752, (1996)), o un anticuerpo de tiburén, tal como, por
ejemplo, un nuevo receptor antigenicc (IgNAR) (ver, por
ejemplo, Greenberg vy <colaboradores, Nature, 374: 168

(1995), y Stanfield y colaboradores, Science, 305: 1770-
1773 (2004)}.

[0029] Puede usarse cualquier anticuerpo adecuado eﬁ el
contexto de la 1invencidén. Por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal J5 es un anticuerpo de IgG2a de roedor que es
especifico para el Antigeno de Leucemia Linfobléastica Aguda

Coman (CALLA, Commun Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen)

22)
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(Ritz y colaboradores, Nature, 283: 583-585 (1980), y puede
ser usado en células objetivo que expresan a CALLA (por
ejemplo, células de leucemia linfobléstica aguda). El
anticuerpo monoclonal MY9 es un anticuerpo de IgGIV de

roedor gue enlaza especificamente al antigenc de CD33

(Griffin y colaboradores, Leukemia Res., 8: 521 (1984), y.

puede ser usado para células objetivo gue expresan a CD33

por ejemplo, células mieldgenas agudas (AML)).

[0030]De manera similar, el anticuerpo honoclonal
anti-B4 (también mencionadeo como BA) es un anticuerpo de
IgGl de roedor que enlaza al antigeno de CDl1S9 en células B
(Nadler y colaboradores, J. Immunol, 131: 244-250 (1983)),
y puede ser usado en células B objetivo o células enfermas
que expresan a CD19 (por ejemplo, células de linfoma
diferente al de Hodgkin y células de leucemia linfoblastica

crdénica). N901 es un anticuerpo monoclonal de roedor que

enlaza al antigeno de CD56 {(molécula de adhesidén celular

neural) encontrado en c¢élulas de origen neuroendocrino,
incluyendo tumor de pulmdédn de células pequenas, el cual
puede ser usado en el conjugado para llegar a células de
origen neuroendocrino. Los anticuerpos J5, MYS vy B4
preferiblemente son resuperficiados o humanizados antes de
Su uso como parte del conjugado. La resuperficiacién o
humanizacidén de anticuerpos se describe en, por ejemplo,
Roguska y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 21:
969.73 (1994).

[0031])Ademés, el anticuerpo monoclonal C242 enlaza al

antigeno CanAg (ver por ejemplo, , la Patente U.S.
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5,552,293), y puede ser usado para llegar al conjugado a
CanAg que se expresan en tumores, tales como de canceres
colon rectal, pancreatico, de pulmén de células no
pequefias, y pancreatico. HuC242 es una forma humanizada del

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

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

con el Numerc de identificacién de ECACC 900112601. HuC242
puede ser preparado usando la metodologia de injerto de CDR
(ver, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5,585,089,
5,693,761, y 5,693,762) o la tecnologia de resuperficiacidn
(ver por ejemplo, la Patente U.S. No. 5,639,641). HuC242
puede ser usado para conjugar a células tumorales gue
expresan al antigeno de CanAg, tales como, por ejemplo,
células de cancer colonrectal, pancreatico, de pulmén de
células no pequefias, y gastrico.

[[0032]Para terminar en células de cancer de ovario y
de cancer de préstata, un anticuerpo anti-MUC1l puede ser
usado comoc el agente de enlace celular en el conjugado. Los
anticuerpes anti-MUC1 incluye, por ejempleo, anti-HMFG-2
(ver por ejemplo, Taylor- Papadimitriou y colaboradores,
Int. J. Cancer, 28: 17- 21 (1981)), hCTMO0l (ver, por
ejemplo, van Hof y colaboradores, cancer Res., 56: 517%-
5185)), y D56. Células de cancer de préstata también pueden
ser atacadas con el conjugado usande un antigeno anti-

membrana especificc de préstata (PSMA) como el agente de

enlace celular, tal como J591 (ver, por ejemplo, Liu y

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

células de cancer gue expresan al antigeno de Her2, tales
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como células de céanceres de seno, proéstata 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]Anticuerpos particularmente preferidos son
anticuerpos monoclonales humanizados, ejemplos de 1los
cuales incluyen huN901, 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 esta relacionada
con la Publicacién de Solicitud 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. Onceol., 12:
1193-1203 (1994), y Maloney y colaboradores, Blood, 90:
2188-2195 (1997)). Méa&s preferiblemente, el anticuerpo es el
anticuerpo monoclonal humanizado huN901 o el anticuerpo
monoclonal humanizado huMy9-6. Otros anticuerpos preferidos
incluyen CNTQ095, huDS$S6, huB4, y huC242. Se conocen en el
arte otros anticuerpos monoclonales humanizados y pueden
Ser usados en conexidn con la invenciédn.

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

también puede ser una molécula diferente de anticuerpo. Las

22
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moléculas diferentes de anticuerpo adecuadas incluyen, por
ejemplo, interferones (por ejemplo, interferon alfa, beta,
o gama), linfoquinas (por ejemplo, interleuquina 2 (IL-2),

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

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

VEGF), factores estimuladores de colonias (por ejemplo, G-
CSF, M-CSF, y GM-CSF (ver, por ejemplo, Burgess, Immunology
Today, 5: 155-158 (1984)) somatostatina, y transferrina
(ver, por ejemplo, 0O’Keefe y colaboradores, J. Bicl. Chem.,
260: 932-937 (1985)). Por 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.
Ademas, IL-2, que enlaza a células T activadas, puede ser
usada para prevencidén de rechazo de injerto de trasplante,
para terapia y prevenciéon de enfermedades del huésped
VEersus injgrto, y para tratamiento de leucemia de células T
aguda. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) puede ser

usado para canceres escamoso tales como cancer de pulmén vy

cancer de cabeza y cuello. La somatostatina puede ser usada -

para llegar a células de neuroblastoma y otros tipos de
células tumorales.

[0035]El1 conjugado puede comprender cualquier farmaco
adecuado, tipicamente un agente citotdxico. Un “agente
citotdxico”, como se usa en 1la presente, se refiere a
cualquier compuesto que da como resultado la muerte de una
ceélula, induce la muerte celular, o disminuye la viabilidad
celular. Los agentes citotdxicos adecuados incluyen, por

ejemplo, maytansinoides y andlogos maytansinoides,
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taxoides, andlogos de CC-1065 y CC-1065, y dolastatina y

andlogos de dolastatina. En una modalidad preferida de la
invencién, el agente citotdéxico es un maytansinoide,
incluyendo maytansinol y andlogos de maytansinol. Los
maytansinoles son compuestos gque inhiben la formacidn de
microtibulos y son muy tdéxicos para células de mamiferos.
Los ejemplos de analogos de maytansinol adecuados incluyen
aquellos que tienen wun anillo aromético modificado vy
aquellos que tienen modificaciones en ‘otras posiciones.
Dichos maytansinoides se describen en, por ejemplo, las
Patentes U.s. Nos. 4,256,746, 4,294,757, 4,307,016,
4313, 946, 4,315,928, 4,322,348, 4,331,598, 4,361,650,
4,362,663, 4,364,866, 4,424,219, 4,371,533, 4,450,254,
5,475,092, 5,585,499, 5,846,545, y 6,333,410.

[0036]Ejemplos de analogos de maytansinoides que
tengan un anillo aromdtico modificado incluyen: (1)

descloro de 19 &tomos de carboneo {Patente U.S. No.

4,256,746) (preparado por reducciédn por LAH de
ansamitosina P2), (C-20-hidroxi (¢ C-20-desmetil) +/- C-19-
descloro (Patentes U.S. Nos. 4,361,650 Y 4,307,
Streptomyces o) Actinomyces 01o6) (preparado por
desmetilacidén usando o descloracién usando LAH), y (3) C-
20-desmetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/- descloro (Patente
U.s. No. 4,294,757) (preparado por acilacién usando

cloruros de acilo}.
[0037]Ejemplos de analogos de maytansinol que tengan
modificaciones de posiciones diferentes de un anillo

aromatico incluyen: (1) C-9-SH (Patente U.S. No. 4,424,219)
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(preparado por la reaccidén de maytansinol con HzS o P2S5),
(2) C-l4-alcoximetilo (desmetoxi/CH20R} (Patente U.S. No.
4,331,598), (3) C-ld4-hidroximetilo o aciloximetilo (CH,OH o

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

de Nocardia), (4) C-15-hidroxi/aciloxi (Patente U.S. No.
4,364,866) (preparado por medio de la conversidén de
maytansinol por medic de Streptomyces), (5) C-15-metoxi

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

mediflora), (6) C-18-N-desmetilo (Patentes U.S. Nos.
4,362,663 'y 4,322,348) (preparado por medio de la
desmetilacidén de maytansinol por medio de Streptomyces), ¥y
(7) 4, 5- desoxi (patente U.S. No. 4,371,533) (preparado
por medio de la reduccidén de maytansinol con tricloruro de
titanio/LAH).

[0038]En una modalidad preferida de la invenciédn, el
conjugado utiliza el maytansinoide DM1 que contenia el
tiol, también conocido como N? -desacetil-N* - (3-mercapto-
1- oxopropil)- maytansina, como el agente citotédxico. La

estructura de DMl estd representada por la Férmula (I).

0
Oﬁ/l\/l‘k/\
N SH
o L |
MvieQ O
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[0039]En otra modalidad preferida de la invencidn, el
conjugado utiliza el maytansinoide DM4 que contenga tiol,
también conocido como® N? -desacetil-N*- (4- metil- 4-
mercapto- 1- oxopentil)- maytansina, como el agente
citotéxico. La estructura de DM4 estd representada por la

Férmula (II):

SH

MeO

[0040] Pueden usarse otras maytansinas en el contexto
de la invencidén, incluyendo, por ejemplo, maytansincides
que contengan tiol y disulfuro que posean una sustitucién
mono- © di- alquiloc sobre el atome de carbono que posea el
atome de azufre. Se prefiere de manera particular el
maytansinocide que tenga en la posicién C-3 (a) la
funcionalidad C-l4-hidroximetilo, C-15-hidroxi, o C-20
desmetilo, y (b) una cadena lateral aminoacido acilado con
un grupo acilo que posea un grupo sulfhidrileo interrumpido,

en donde el &tomo de carbono del grupo acilo que posea la

734
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funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes, dichos
sustituyentes que sean CHj3, CzHs, alquilo o alquenilo lineal
o ramificado gque tenga desde 1 a 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico que tenga desde 3 a 10 &atomes
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 acilo tiene una extensidén de cadena lineal
de al menos tres atomos de carbono entre la funcionaiidad
carbonilo y el &tomo de azufre.

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

Férmula {(III):

(1),

en donde Y’ representa
(CR7Rg) 1 (CR9=CR10) p (C=C) qAo (CRsRg) nDu (CR11=CR12) r (C=C) 3B, (CR3
R4) n-CR1R,57, en donde R; y R2 son cada unc

independientemente CHj;, CzHs, alquilc o alquenilo lineal que

2%

3©
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tengan desde 1 a 10 Atomos de carbono, algquilo o alquenilo
ciclico o ramificado que tenga desde 3 a 10 atomos de

carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico

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

en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que
tengan 3 - 10 4&tomos de carbono, arilo simple o
sustituido, o radical heterociclico aromatico o
heterociclealquilo,

en donde Rs, R4, Rs, Rg, Ry, Rg, Rg, Rio, Ri1, y Riz son
cada uno independientemente H, CHj3, C,Hs, alquilo o
alguenilo lineal que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3
a 10 Adtomos de carbono, fenilo, fenilc sustituido o radical
heterociclico aromatico, o hetercciclealquilo,

en donde 1, m, n, o, p, 4, x, S, Y £ son cada uno
independientemente <cero o un entero desde 1 a 5, a
condicién de que al mencs dos de 1, m, n, ©, p, 49, ¥, S, Y
t no sean cero a la vez, y en donde Z es H, SR o COR, en
donde R es alquileo © alguenilo lineal que tenga desde 1 a
10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
lineal que tenga desde 3 a 10 Aatomos de carbeono, o arilo
simple o sustituido o radical hetercociclico arcmatico o
heterocicloalquilo.

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

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

73¢
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Ry es H, R, es metilo, y 2 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)
G, H 0 HiCq j\ Hc H j)\
O “ ),l\ o N O
/ N Y May” wP\N Y May” \ﬁN Y
e | o | 6 |
O
@av-L) (v-D) AV-D,L)

en donde Y representa (CR;Rg)i1(CRsRe)n{CR3Rg),CR1R252Z,

en donde R; y R; son cada uno independientemente CHj,

C;Hs, algquilo lineal,

dtomos de carbono alquilo o alquenilo ciclico o ramificado

que tengan desde 3 a 10 atomos e carbono, fenilo, fenilo

sustituido, o radical heterociclico aromatico e}

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

en donde Rs, Ry, Rs, Rg, Ry y Rg son cada uno

independientemente H, CH;, CzHs, alquilec o algquenilo lineal

gque tenga desde 1 a 10 dtomos de carbono, alquilo o

alquenilo ciclico o ramificadoe que tenga desde 3 a 10

atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromatico 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, © COR en donde R es alquilo o
alquenilo lineal o ramificado que tenga desde 1 a 10 &tomos

de carbono,

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

o alquenilo que tenga desde 1 a 10

alquilo o alguenilo ciclico que tenga desde 3 a’

35
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heterociclico aromatico o heterocicloalquile, y en donde
May, representa un maytansinoide que posea la cadena
lateral en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi, o C-20
desmetilo.

[0044]Modalidades preferidas de las Férmulas (IV-L),
(Iv-D) y (IV-D,L) incluyen compuestos de (IV-L), (IV-D) vy
(IV-D,L) en donde (a) Rl es H, R2 es metilo, R5, R6, R7, ¥y
R8 son cada uno H, 1 y m socn cada uno 1, n es 0, y Z es H,
(b} Rl y R2 son metilo, R5, R6, R7, y R8 son cada uno H, 1
y msonl, nes 0, vy Z es H, (c) Rl es H, R2 es metilo, RS,
R6, R7, y R8 son cada uno H, 1 y m son 1, nes 0, y Z es -
SCH3, o (d) Rl y R2 son metilo, R5, R6, R7, y R8 son cada
uno H, 1 ymson 1, nes 0, vy Z es —-SCH3. |

[0045] Preferiblemente, el agente citotéxico es
representado por la Férmula (IV-L).

[0046]Las maytansinas adicionales preferidas también

incluyen compuestos representados por la Férmula (V):

. 0

0 )j\

N Y

AN
MeO o

0

N NH/KO
OH

230
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en donde Y representa (CRsRg)1(CRsRg)m(CR3Rg)aCR1R252Z,

en donde R; y R; son cada uno independientemente CHj,
C,Hs, alquilo 1lineal, o alquenilo que tenga desde 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenile ciclico o
ramificado que tengan desde 3 a 10 Atomos e carbono,
fenilo, fenilo sustituido, 0 radical heterociclico
aromatico o heterocicloalquilo, y en donde R; también puede

ser H,

en donde Raj, Rs, Rs, Rs, Ry y Rsg son cada uno

independientemente H, CHj;, CyHs, alquilo o algquenilo lineal

que tenga desde 1 a 10 Aatomos de carbono, alquilo o

alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3 a 10.

Atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,
en donde 1, m, y n son cada uno independientemente un

enterc desde a 1 a 5, y ademdas n puede ser cero,

en donde Z es H, SR, o COR en donde R es alquilec o -

alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 Atomos de carbono,
alquilo o algquenilo ciclico o ramificado gue tenga desde 3
a 10 Atomos de carbono, o© arilo simple o sustituido o
radical heterociclico aromdtico o heterociclcalquilo.
[0047]Modalidades preferidas de la Férmula (V)
incluyen compuestos de Férmula (V) en donde (a) Ry es H, Rz
es metilc, Rs, Rg, Ry, y Rg son cada unc H, 1 y m son cada
uno 1, n es 0, y 2 és H, (b} Ry y Rz son metilo, R5, R6, 'R7,
y R8 son cada uno H, 1 ymson 1, nes 0, v 2 es H, (c) Rl
es H, R2 es metilo, RS, R6, R7, y RB son cada uno H, 1 y m

son 1, nes 0, y 2 es -SCH3, o (d) Rl y R2 son metilo, RS,

(/O
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R6, R7, R8 son cada uno H, 1 y m son 1, n es 0, y Z es -
SCH3.
[0048]Maytansinas preferidas auin adicionales incluyen

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

(VI-D, L) :
e, H 9 Heg H 8 Hac, H ©
O Z ,JL\ /O > /J\~ o /JL\
May” \((N Y, May WR\T Y2 May” T Ya
g | 0 0
(VI-L) (VI-D) (VI-D, 1),

en donde Y; representa (CR;Rg):i(CRsRg)m(CR3R4)nCR1R2SZ,

en donde R; y R; son cada uno independientemente CHj,
CoHs, alquilo o alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico o ramificado
gque tengan desde 3 a 10 atomos e carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o " radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo, y en donde R; también puede ser H,

en donde Rz, R4, Rs, Rg, R7; ¥y Rg son cada uno
independientemente H, CHj;, CzHs, alquilo o algquenilo lineal
que tenga desde 1 a 10 4atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ciclico o ramificade que tenga desde 3 a 10
dtomos de carbone, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo,

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

en donde Z; es SR, o COR en donde R es algquilo o
alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 &tomos de cérbono,

alquilo o alquenilo ciclico o ramificado que tenga desde 3

L//
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a 10 &tomos de c¢arbono, ¢ arilo simple o sustituidc o
radical heterociclico aromadtico o heterocicloalquilo, y en
adicionales incluyen

preferidas

donde May es un maytansinoide.
(VII)

[0049]Maytansinas
compuestos representados por la Férmula

O
O
O
.
—

10 MeO

MeO
P (VID),
en donde Y2’ representa
{CR7Rg) 1 (CRg=CR10) p (C=C) qRo (CRsR6) mDy (CR11=CR12) r (C=C) sB¢ (CR3
donde Ry Y R; son cada uno

en
independientemente CHj, CzHs, alquilo o alquenilo lineal que
alquilo o alquenilo

Rs) n—CR1R;S87Z,
fenilo,

20 tengan desde 1 a 10 atomos de carbono,
ciclico que tenga desde 3 a 10 &tomos de carbono,
| fenilo sustituido o radical heterociclico aromatico o
| heterocicloalquilo, y en donde R2 también puede ser H,
en donde A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que
25 tengan 3 - 10 Atomos de carbono, arilo simple o
sustituido, o radical heterociclico aromatico o
12

heterocicloalquilo,
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en donde Ri, Rs, Rs, Rg, R7, Rg, Ry, Rig, Ri1, ¥ Riz son
cada unc¢ independientemente H, CHj5, CsHe, alquilo o
alquenilo lineal que tenga desde 1 a 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ciclico o ramificade que tenga desde 3
a 10 atomos de carbono, fgnilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromatico, © heterocicloalqgilo,

en donde 1, m, n, o, p, g, r, s, y t son cada uno
independientemente cero © un entero desde 1 a 3, a
condicién de que al menos dos de 1, m, n, o, p, 4, ¥, S, ¥
£ no sean cerc a la vez, y en donde 722 es H, SR o -COR, en
donde R es alquilo o alquenilo lineal que tenga desde 1 a
10 Atomos de carbono, alquilc © alguenilo ramificado o
ciclico que tenga desde 3 a 10 Atomos de carbono, o arilo
simple o sustituido o radical hetercociclico aromatico o
heterocicloalquilo.

[0050]Modalidades preferidas de la Férmula (VII)

incluyen compuestos de Férmula (VI) en donde Rl es H y R2’

es metilo.

(0051]Ademas de maytansinoides, el agente citotdxico
usado en el conjugado puede ser un taxano o un derivado del
mismo. Los taxanos son una familia de compuestos que
incluye el paclitaxel (Taxol®, un producto natural
citotdxico, y docetaxel (Taxotere®), un derivado semi-
sintético, ambos son usados ampliamente en el tratamiento
del cancer. Los taxanos son venenos aciculares mitdticos

gue inhiben la despolimerizacidén de la tubulina, dando

como resultado la muerte celular. Mientras gue el docetaxel

y el paclitaxel son agentes utiles en el tratamiento de

Jav
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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 y 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 preparacién

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

MeO OMe

[0053]Métodos para(ﬁqngetizar taxanos que pueden ser

usados en el contexto de la invencidn, Jjunto con métodos

para conjugar taxanos 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, vy la
Publicacidén de Solicitud de patente U.S. No. 2004/0024049
Al.

[0054]E]1 citotdéxico también puede sexr CC-1065 o un

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

tumoral aislado del caldo de «cultivo de Streptomyces -

zelensis. CC-1065 es aproximadamente 1000 veces més 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 andlogos se describen en las Patentes U.S5. Nos.
5,585,499, 5,8846,545, 6,340,701 y 6,372,738. La potencia
citotéxica 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 conoccidos en el
arte y también pueden ser usados como el agente citotdxico
en el conjugado (ver, poxr ejemplo, Wapehoski y
colaboradores, J. Med. Chem. 31: 590-603 (1988)). Una serie
de anadlogos de CC-1065 han sido desarrollados, en los
cuales la porcién CPI es reemplazada por una porcidn
ciclopreopabencindel (CBI) (Boger y colaboradores, J. Org.

Chem. 55: 5823-5833 (19%90), 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 alguilantes para
enlazar covalentemente a la estria menor de ADN para causar
muerte celular.

[0056]La eficiencia terapéutica de andlogos de CC-1065
puede ser grandemente mejorada cambiando la distribucién in

vivo a través de liberacidn acertada a un sitio tumoral,

240
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dandov como resultado mas baja toxicidad en tejidos no
objetivos, y asi, toxicidad generalizada mas 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, Yy
actividad anti-tumoral en modelos de xenoinjertos tumorales
humanos (ver por ejemplo, Chari y colaboradores, cancer
Res., 55: 4079-4084 (199%5)).

[0057]Se describen con detalle métodos para sintetizar
analogos 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,
dauncrubicina, doxorubicina, vincristina, vinblastina,
melfalano, mitomicina C, clorambucil, calicheamicina,

tubulisina y an&logos de tubulisina, duccarmicina ¥y
andlogos de duocarmicina, dolostatina y andlogos de
dolostatina también pueden ser usados en el contexto de la
invencidén. Compuestos de doxarubicina y daunorubicina (ver
por ejemplo, patente U.S. No. 6,630,579) pueden también ser
usados como el farmaco.

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

farmaco o profadrmaco 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 4&acides labiles,
grupos fotolédbiles, grupos peptidasa labiles, Yy grupos
estearasa labiles. Grupos ligantes preferidos son los
grupos disulfuro. Por ejemplo, los conjugades pueden ser
construidos usando una reaccién de intercambio de disulfuro
entre el anticuerpo y el fdrmaco o profarmaco. Las
moléculas de farmaco también pueden ser enlazadas a un
agente de enlace celular a través de una molécula portadcra
intermediaria tal como albumina de suero.

[0060]1De conformidad con la invencién, el agente de
enlace celular es modificado haciendo reacciocnar un
reactivo reticulador bifuncional con el agente de enlace

celular, dando asi como resultado la fijacidén covalente de

una molécula ligante al agente de enlace celular. Como se

usa en la presente, un reactivo reticulador bifuncional” es
cualquier porcidén gquimica gque enlaza covalentemente a un
agente de enlace celular a un farmace, tal como los

farmacos descritos en la presente. En una modalidad

preferida de la invencién, una porcién de la porcidn

ligante es proporcicnada por el fédrmaco. A este respecto,
el farmaco comprende una porcidén ligante gque 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

g1t
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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 gue el otro es proporcionado por la
cadena lateral de DMI1.

[0061] Puede _ usarse cualquier reactivo reticulador
bifuncional adecuado en conexién con la invencidn, con tal
de que el reactivo ligante se proporciona para retencidn
de las caracteristicas terapéuticas, por ejemplo
citotoxicidad, y de objetividad del farmacoc 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 gque el farmaco y

el agente de enlace celular sean gquimicamente acoplados

(por ejemplo, enlazados covalentemente) entre si.
Preferiblemente, el reactivo ligante es un ligante
fragmentable. Mas preferiblemente, el ligante es

fragmentado bajo condiciones ligeras, 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 léabiles, enlaces
fotolébiles, enlaces peptidasa labiles, y enlaces estearasa
labiles. Enlaces que contengan disulfuro son enlaces
fragmentables a través de intercambio disulfuro, el cual
puede tener lugar bajo condiciones fisiolégicas. Enlaces
acidos labiles son enlaces fragmentables a pH &cido. Por

ejemplo, ciertos compartimentos intracelulares, tales como

24
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endosomas y lisosomas, tienen un pH &cido (pH de 4-5), vy
proporcionan condiciones adecuadas para fragmentar enlaces
dcidos labiles. Enlaces foto 1labiles son uUtiles en la
superficie corporal y en muchas cavidades corporales que
son accesibles a la luz. Ademas, los 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. Natl. BAcad. 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 gquimico reactivo que
puede reaccioconar 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 meolécula
ligante comprende un grupo quimico reactivo,
preferiblemente un grupo ditiopiridilo, gue 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) butancato de N- succinimidile (SPDB) (ver,
por ejemplo, Patente U.S. 4,563,304), 4- (2-
piridilditio)pentancato de N-succinimidilo (SPP) (ver, por

c,/q
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ejemplo, Numero de Registro CAS 341498-08-6), y otros
reticuladores reactivos que se describen en la patente
U.S. No. 6,913,748, la cual es incorporada 1integramente a
la presente como referencia.

[0063]Aungue ligantes fragmentables son usados
preferiblemente en el método de la invencidn, un liganté
no fragmentable también puede ser usado para generar el
conjugado anteriormente descrito. Un ligante no
fragmentable es cualquier porcidén gquimica que es capaz de
enlazar a un farmaceo, tal como un maytansinoide, un taxano,
o un andlogo de CC-1065, a un agente de enlace celular de
una manera covalente estable. Por consiguiente, ligantes
no fragmentables son sustancialmente resistentes a
fragmentaciédn inducida por &cido. Fragmentacién inducida
por la luz, fragmentacidn inducida por peptidgsa,
fragmegtacién 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 farmaco y un agente de
ligante fragmentable son bien conocidos en el arte.
Ejemplocs de ligantes no fragmentables incluyen ligantes que
tienen un éster N- succinimidilico o porcidén éster

succinimidilico para reaccién con el agente de enlace

celular, asi como también una porcidén basada en maleimido-

o haloacetilo para reaccidén con el farmaco. Los reactivos
reticuladores que comprenden una porcién basada en

maleimido- incluye 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato
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de N-succinimidilo {SMCC), 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 A&cido x-
maleimidoundecanocico (KMUA), -éster N- succinimidilico del
acido Y- maleimidobutirico (GMBS) , éster N;
hidroxisuccinimida del acido e€-maleimidocaproicc (EMCS),
éster m- maleimidobenzoil- N- hidroxisuccinimida (MBS),
éster N. (o-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), é- (p-
maleimidopropiconamido) hexanocato de succinimidilo (SMPH), 4-
(p-maleimidofenil)-butirato de N-succinimidile (SMPB), e

isocianatc de N~ (p- maleimidofenilo) (PMPI). Reactivos

reticuladores gque comprenden una porcidén basada en

halocacetilo incluyen 4- (iodoacetil)- aminobenzoato de N-
succinimidilo (SIAB), iodoacetato de N- succinimidilo
{SIA), Dbromcacetato de N- succinimidilo {SBA), y 3~

{bromoacetamido) propionato de N- succinimidilo (SBAP).
[0065]0tros reactivos reticuladores que carecen de un

atomo de azufre gque forma ligantes no fragmentables puede

también wusarse en el método de la invencién. Dichos

ligantes pueden ser derivados de porciones basadas en Aacido

dicarboxiliceo. Las porciones basadas en &cido dicarboxilico

adecuadas 1incluyen, pero no se limitan a, &cidos o, o-
dicarboxilicos de la Férmula General (IX):
HCOOC-X1-Yn-Zm—COOH
(IX)
en donde X es un grupc algquilo, alquenilo o alquinilo

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

24
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es un grupo cicloalgquilo o cicloalguenilo que posea 3 a 10
atomos de carbono, Z es un grupo arom&tico sustituido o no
sustituido que posea 6 a 10 atomos de carbono, © un grupo
heterociclico sustituido o© no sustituido en donde el
hetercatomo es seleccionado de N, O ¢ S, y en donde 1, m, vy
n son cada uno 0 o 1, a condicién de gque 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 1la

Solicitud de Patente No. 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.5. No. 6,441,163, Bl, el farmaco puede ser primero
modificado para introducir un éster reactivo adecuado para
reaccionar con un agente de enlace celular. La reaccidén de
estos maytansinoides que contengan una porcién 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 1los comprendan,
conjugados de farmacos, y métodos de preparacidén
relacionados se describen en la Solicitud de Patente U.S.
No. 11/352,121 y la Solicitud de Patente U.S. No.
10/849,136, que corresponde a la Publicacién de Solicitud

de Patente U.S. No. 2004/0235840 Al.
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[0069]Los ejemplos siguientes ilustran adicionalmente
la invencidn pero, por supuesto, no se construyeron  COmoO
limitantes de su alcance en manera alguna.

EJEMPLO 1

[0070]Este ejemplo demuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado con wun reactivo de modificacién
heterobifuncional usando TFF.

[0071]E]1 anticuerpo monoclonal huN901 (concentracidén
final de 8 mg/ml) fue incubado con 4- (2- piridilditio)
pentanoato) de N- succinimidilo (SPP, excesc molar de 5.6
veces) por aproximadamente 180 minutos a 20 °C en 50 mM de
regulador de fosfatc de potasio (pH de 7.5) qﬁe contenga 50
mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y etanol al 5 %. En un primer
grupo, la mezcla de reaccidén se purificd usando una columna

de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida en 50 mM de

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

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

TFF (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 peso 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 contenia

50 mM de NaCl y una concentracién final de DMA al 3 %.
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los rendimientos se

[0072]En ambos grupos,

determinaron espectrofotométricamente (longitud de onda de

280 nm) para las etapas de modificacién y de purificacién
combinadas. Las proporciones del anticuerpo a ligante
fueron también determinadas por tratamiento con

ditiotreitol para liberar piridina-Z-tiona, la cual tuvo un

coeficiente de extincién de 8,080 M1 cm' a 343 nM. Las
determinadas

fueron

proporciones de farmaco/anticuerpo

espectrofotométricamente (longitudes de onda de 280 nm y

252 nm) Ademas, la remocidn

para la etapa de conjugacién.
de especies moleculares pequefias relacionadas con SPP se

midié por HPLC Hisep.

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

Tabla 1, Métodos de Purificacidén para huN901

Modificado Usando G-25F versus TFF

Resina TEF
Sephadex™
G25F
Etapa de | Rendimiento de la etapa| 94 |98
Modificacidn | (%)
Proporcién de Ligante/|[4.9 4.9
Anticuerpo
Moléculas pequerias | 0.2 0.2
relacionadas con SPP (%)
Etapa de | Proporcidén de Féarmaco/ |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 procéso de cromatografia no adsorbente
(G25), mientras que sea mas conveniente y transportable a
escala.

EJEMPLO 2

[0075]Este ejemplo demuestra la purificacién de un
anticuerpo modificado con un reactivo de modificacién
heterobifuncional usaﬁdo cromatografia de absorciédn.

[0076]El anticuerpo huB4 fue modificade con 4- (2-
piridilditio) butanocato 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)
que contenia 50 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y etanol al 5 %.
En un primer grupo, la mezcla de reaccidn fue purificada
usando la resina SephadexTM G25F como se describid en el
Ejemplo 1. En un segundo grupo, la mezcla de reaccidn fue
cargada sobre una columna de ceramica 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 potasic (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 tuvc un
rendimiento de 91 % y una proporcién de ligante/anticuerpo
de 4.2. El segundo grupo tuvo un rendimiento de 89 % y una

proporcidén de ligante/anticuerpo de 4.2.
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[0078]El anticuerpo CNTO095 (concentracién final de 10
mg/ml fue modificado con 4- (2- piridiltio)butanocato de N-
succinimidilo (SPDB, exceso molar de 4.5 veces) por 120
minutos a 20 °C en 10 mM de regulador de fosfato de scdio
(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 grupc, 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
cqntenia 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 propercién de ligante/anticuerpo de 4.0. El segundo
grupo tuvo un rendimiento de 97 % y una proporcidn de
ligante/anticuerpo de 4.1.

[0080]Los datos obtenidos en este ejemplo demuestran
que puede usarse la cromatografia de adsorcidn para
purificar un anticuerpo modificado con un reactivo de
modificaciédn heterobifuncional.

EJEMPLO 3

[00Bl]Este ejemplo demuestra los efectos benéficos de

conjugar un anticuerpo modificado con un fédrmaco a pH de

mas 6.5.
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[0082]En un primer experimento, el anticuerpo CNTOS95
fue modificado y purificado como se describid en el Ejemplo
2. El anticuerpc 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 conjugacidn fue a pH de
7.5. El1 anticuerpo conjugado fue purificado sobre las
columnas NAP-10.

[0083]1La proporcién de farmaco/anticuerpo fue meaida
para ambos grupos. Los datos resultantes se exponen en la

Tabla 2.

Tabla 2. Proporcién de farmaco/anticuerpo en Reaccién

de Conjugacién de pH de 6.5 versus 7.5.

Tiempo de | Proporcién de | Proporcién de
reaccidn farmaco/anticuerpo a pB | fédrmaco/anticuerpo a pH
(horas) de conjugacién de 6.5 de conjugacién 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 conjugacién 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 (&) un

exceso molar de 4.9 veces de SPDB en relaciédn al.

anticuerpo, o (b) un exceso molar de 4.8 veces de SPDB en
relacién al anticuerpo. En ambas situaciones, la reacciédn
fue en 50 mM de fosfato de potasio, 50 mM de clorurc 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 una columna de resina SephadexTM G25F .

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

(b) fue purificada 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 temperatur;
ambiente en una concentraciodn final de dimetilacetamida
(DMA) de 3 %.

[0086] Por consiguientg, la muestra (a) fue conjugada

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 1libre 1liberado a

intervalos. Leos datos resultantes se exponen en la Tabla

3.

<Y
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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 muestra por los datos expuestos en la
Tabla 3, la liberacién de farmaco libre es sustancialmente
mas lenta gque la muestra (b) gque habia sido conjugada a pH
de 7.5 en relacidén a la muestra (a) gque habia sido
conjugada a pH de 6.5. Por consiéuiente, el producto de
farmaco conjugado'preparado a pH. De 7.5 mostrd ser estable
con respecto a la liberacidén de férmaco libre durante el

tiempo en comparacién con el producto de farmaco conjugado

preparado a pH de 6.5. La conjugacidén a pH de 7.5 también

mostrd una mejor incorporacién de farmaco que a un pH de
6.5 requiriendo asi el uso de menos farmaco.
EJEMPLO 4

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

[0089]E]l anticuerpo monoclonal huNS0l ({(concentracién
final de 8 mg/rl) fue incubado con 4- (2-

piridilditio)pentanoato de N- succinimidilo (SPP, exceso
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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)
gque contenia 50 mM de NaCl, 2 mM de EDTA, y 5 % de etanol.
En un primer grupo, la mezcla de reacéién 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 columna de resina SephadexTM G25F equilibrada y eluida
en 50 mM de regulador de fosfato de potasic (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 concentracidén final de
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) gque contenia 50 mM de NaCl y 2 mM de EDTA, vy 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 requlador de fosfato de
potasio (pH de 6.5) gque contenia 50 mM de NaCl.

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

coeficiente de extincién de 8,00 M em™? a 343 nM. Se
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determinaron espectrofotométricamente las relaciones de
farmaco/anticuerpo (longitudes de inda de 280 nm y 252 nm)
para la etapa de conjugacidn.

[0092]El primer grupo tuvo una relacidn de
enlazador/anticuerpo de 4.3. El segundo grupo tuvo una
proporcidén de enlazador/anticuerpo de 4.2.

[0093]Las proporciones de fdrmaco/anticuerpo durante
el tiempo para los dos grupos se exponen en la Tabla 4.

Tabla 4.Velocidad de incorporacién de DM1 en huN901

modificado con SPP como una Funcién del pH de Conjugacién

Tiempo - de | Proporcidén molar de Farmaco/Anticuerpo

reacciodn

(horas) pH de conjugacidén|pH de conjugacioén
de 5.0 de 6.5

3 2.43 2.97

13 3.38 3.28

25 3.41 N.T.

Tabla 4 (Continuvacién)

Tiempo de | Proporcién molar de Farmaco/Anticuerpo

reaccién

(horas) PH de conjugacidn |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

a
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modificado con el fadrmaco a un pH de 5.0 alcanza un nivel
mds alto y més estable de farmaco enlazado durante el
transcurso de la reaccidédn de conjugacidn que el conjugado
hecho a un pH de conjugacién de 6.5. Ademas a estabilidad
creciente, los resultados indican que un nivel mas alto de
Farmaco/anticuerpo es lograde a partir de la conjugaciédn a
pH de 5.0 que cuando se usd¢ la misma cantidad de farmaco a
un pH de conjugacidén de 6.5, indicando asi el uso més
eficiente del farmaco a pH de 5.0.

[0095]En ambos grupos, las cantidades de mondmero
conjugado fueron 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 huN901

modificado con SPP con DM1.

Tiempo de | Monémero conjugado (%)

reaccion

(horas) pH de conjugacién |pH de conjugacidn
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

1%

(97’
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[0096]Como es obvio de los datos expuestos en la Tabla
5, el conjugado que es elaborado conjugando el anticuerpo
modificado con el farmace a pH de 5.0 tuvo un nivel més
alto de mondémero conjugado que el conjugado elaborado a un
pH de conjugacidén de 6.5.

EJEMPLO 5

[0097]Este ejemplo demuestra adicionalmente = los

beneficios de conjugar un farmaco a un anticuerpo

modificado a pH de menos de 6.

[0098]E]1l 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 separacidén NAPZ5
equilibradas en reguladores gue tenian varios valores de
pHs (pH de 4.6 a 6.5). Los reguladores de pHs de 4.6 a 5.9
se componian de 35 mM de citrato de sodio, 150 mM de
cloruro de sodio, y 2 mM de EDTA. El regulador de pH de 6.5
fue PBS con 2 mM de EDTA.

[0099]E]l anticuerpo meodificade 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 incubacién por 17 - 18 horas a temperatura
ampiente, 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

760

(>
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ditiotreitol para librar piridin-2-tiona, la cual tuvo un
coeficiente de extincién estandar de 8,006 Mt emt a 343
nM. Las proporciones de férmaco/anticuefpo fueron
determinadas espectrofotométricamente (longitudes de onda
de 280 nm y 252 nm) para la etapa de conjugacién. E1
mondémero conjugado, especies de alto peso molecular, vy
especies de bajo peso molecular fueron determinadas por SEC
HPLC wusando una columna TSKG3000WXL equilibrada vy
desarrollada en regulador de fosfato de potasio 0.2 M (pH.
De 7) gue contenia cloruro de potasio 0.2 M e isopropanol
al 20 %.
[0100]Los resultados de estos analisis 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

s}
Il

Exceso molar de SPP

O
i

L/A, proporcién de ligante/anticuerpo

D = D/A, proporcién de farmaco/anticuerpo

M
il

Mondmero (%)

26

2
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F = Especies de pesc molecular alto (%)
G = Especies de bajo peso molecular (%)
H = Rendimiento de la etapa de conjugacidn (%)

[0101]Los datos expuestos en la Tabla 6, demuestran
que la conjugacidén de BIWA modificado con SPP con DMl fue
eficiente a pH inferior a 6.0, en comparacidén a la de pH de
4.5. Las cantidades de ligante Y de farmaco,
especificamente 1ligante de SPP y DM1l, requeridas para
alcanzar una proporcidén de  farmaco/anticuerpo final
particular fueron reducidas a pH mas bajo. Ademds, niveles
de mondémero conjugado, especies de alto peso molecular, y
especies de bajo peso molecular fueron mas éptimas, 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 farmacc puede ser afiadido simultdneamente con el
reactivo modificador bifuncional o algun tiempo después.

[0103]En un ejemplo de adicidén de farmaco después 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
de fosfato (pH de 7.5) que contenia 5.3 % de sacarcsa y 5 %
de etanol. Una alicuota del anticuerpo modificado fue
purificada sobre resina SephadexTM G25F (proceso de cuatro

etapas estandar), equilibrada y eluida en 12.5 mM de

261
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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 farmaco 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 anti;uerpo modifico fue conijugada
inmediatamente al final de la reaccidén de modificacidén de

120 minutos (proceso de tres etapas), sin que sea

purificado adicionalmente.

[0104]Las concentraciones de regulador y de proteina:

de la mezcla de reaccidn de modificacidédn 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 afiadid entonces DM4 (exceso molar de 1.7
veces sobre el SPDB inicial), y el DMA se ajusté 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 GZ5F 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 coceficiente de
extincién estandar de 8,080 M* cm?' a 343 nM. Las

proporcicnes de farmaco/anticuerpo (D/A) y los rendimientos

b
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{longitudes de

para la etapa de conjugacién. Los

porcentajes de mondmerc fueron ensayados por SEC-HPLC. Los

porcentajes de

sobre una columna Hisep.

farmaco libre

se exponen en la Tabla 7.

Tabla 7.

para el Anticuerpo Modificado

fueron ensayados

por HPLC

Los resultados de estos andlisis

Eliminacién Optima de Etapa de Purificacién

Parametros Proceso de Proceso de 3
etapas etapas

SPBD inicial 4.6 x 4.6 x

L/A 4.1 No determinado

D/A 3.9 4.0

Rendimiento 79 % 91 %

Mondémero (%) 95.8 96.1

Fadrmaco libre (%) 2.4 1.1

L/A, proporcidn de ligante/anticuerpo
D/A, proporcidn de farmaco/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 ejemplo demuestra un medic mejorado de

purificar el anticuerpo que ha sido modificado con un
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reactivo de modificacién bifuncional y luegc conjugado con
un maytansionide.

[0108]El anticuerpo huN90l modificado con SPP (exceso

molar de 7 veces) y purificade. sobre resina SephadexTM

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

el maytansinoide DMl (exceso mclar 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 estandar sobre resina SephadexTM GZ25F en
solucidn salina regulada con fosfato (PBS, pH de 6.5).

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

[0111]Una tercera muestra de conjugado fue purificada
usando una columna de resina MEP Hypercell equilibrada en
50 mM de Tris (pH de 8.0), y eluida con 50 mM de acetato de
sodio (pH de 4.0).

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

[0113]Una quinta 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 eluyd con NaCl 0.3 M y 50 mM de fosfatc de

sodio (pH de 6.5).
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[0114]Una sexta muestra de conjugadeo fue purificada
usando una columna de SP Sepharose equilibrada en 35 mM de
citrato de sodic, 10 mM de clorurc de sodio (pH de 5.0), vy
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 determiné el rendimiento de la
etapa de conjugacidén dividiendo el rendimiento del
anticuerpo conjugado entre la cantidad de anticuerpo
modificado que fue conjugado (determinado
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 289 nm).

[0116]Los resultados de estos andlisis se exponen en
la Tabla 8.

Tabla 8: Comparacién de la Etapa de Purificacién

Conjugacién

Muestra . de | Etapa de | Mondmero Rendimiento

conjugado purificacidn conjugado (%) de la etapa
conjugacidn (%)

1 (control) ’ Resina G25F 93.2 85

2 (invencién) TFF 92.8 85

3 (invencién) Resina MEP | 924.5 74
Hypercell

4 (invencidn) Resina 96.3 81
UNOsphere

5 (invencién) Resina CHT 97.9 72

6 {invencién) Resina SP| 95.1 81
Sepharose




10

15

20

25

65

{0117]Los resultados de la Tabla 8 muestra que todos
los métodos de purificacién de la invencién investigados
(grupos 2 - 6) dieron rendimientos similares a 1los
obtenidos con el proceso control (grupo 1). Cada método
cromatogrédfico de la invencién produjo un mejoramiento en
el nivel de mondémerc conjugado y puede ser facilmente
llevado a escala.

[0118]Ademds de CHT (ceramica hidroxiapatita), CET
{ceramica fluorcapatita) también pueden usarse Dbajo
condiciones 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 que especies de alto peso molecular
son retenidas y asl separadas del producto deseado.

[0119]Aungue una composicidn estéandar de
regulador/solvente para conjugacién 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 utilizé en el Ejemplo 1), otras
composiciones son mas compatibles con alguna de las etapas
cromatogrdficas descritas en la presente y proporcionan
otros beneficios en relacién al proceso estandar. Por
ejemplo, la conjugacidn puede ser efectuada en DMA al 3 %,
12.5 mM de fosfato de potasio, 12.5 mM de NaCl, y 0.5 mM de
EDfA a pH de 6.5. Bajo estas condiciones, la cantidad de
DM4 incorporado en relacidén a la cantidad e ligante
incorporado en el anticuerpo huB4 fue de aproximadamente 10

Q

% mas alta que para las condiciones estandares. Ademas,

F0
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estas condiciones son mas compatibles con cargar sobre

resinas tales como resinas de intercambio catidnico y CHT.

[0120]Todas las referencias incluyendo publicacicnes,

solicitudes de patentes, y patentes, citadas en la presente
se lncorporan a la misma como referencia en la misma
medida que si cada referencia fuera individual %
especificamente indicada para ser incorporada como
referencia y fuera expuesta integramente en la presente.
[0121]E1 uso de ™“un” (antes de consonante) y “un”
(antes de vocal) y “el, la” y referentes similares en el
contexto de describir la invencién (especialmente en el
contexto de las reivindicaciones siguientes) 50N
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

W

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

contenga” se construyeron comc téerminos de finalidad

abierta (es decir que significan “que incluya peroc 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
individualﬁente a4 cada valor separado que caiga en el
intervalo, a mencs que se indique de otra manera en la
presente, vy cada valor separado es incorporado en la
especificacidén 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

2%
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por el contexto. EL uso de cualguiera y de todos los
ejempios, o lenguajes ejemplares {por ejemplo “tal como”)
proporcionado en la presente, esta previstc meramente para
mejor iluminar la invencidn y no presenta una limitacidn
sobre el alcance de lé invencidén a menas que se recléme de
manefa diferente. Ningun lenguaje en la especificacidn
deberd construirse como indicando cualguier elem2nte no
reclamade como esencial para la practica de la invencidn.
[0122]En la presente se describen modalidades
preferidas de esta invencidn, incluyendo el mejor modo

conocido per los inventores para llevar a cabo la

invencidén. Variaciones de las modalidades preferidas pueden

volverse obvias para los expertos en el arte a partir de la
lectura de la descripcidn anterior. Los inventores esperan

que los expertos empleen dichas variaciones seguin sea

apropiado, y los inventores pretenden que la invencién sea

practicada de ctra manera a la especificamente descrita en
la presente. Por consiguiente, la invencidén incluye todas
las modificaciones y equivalentes del asunto citado en las
reivindicaciones anexas a la presente como permitidas por
la ley aplicable. Ademas, cualquier combinacidén de los
elementos anteriormente descritbs en todas las wvariaciones
posikbles de los mismos estd abracada por la invencidn a
menos que se indigue de otra manera en lg presente o© se

contraindique claramente por el contexto.

Yv
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiendo descrito la presente invencidn, se considera
como novedad, y por lo tanto se reclama como propiedad lo

contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1.- Un proceso para preparar un conjugado de agente de
enlace celular-farmaco caracterizado porque comprende las
etapas de:

(a) poner en contacto un agente de enlace celular con
un reactivo de reticulacién bifuncional para fijar
covalentemente un 1ligante al agente de enlace celular y
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 f£flujo
tangencial, precipitacién selectiva, filtracidén por
adsorcidén, o una resina para cromatografia por adsorcién, y
preparar asil una primera mezcla purificada de agentes de
enlace celular que tengan ligantes enlazados a los mismos,

(c} conjugar un agente citotdéxico a los agentes de
enlace celular que tengan ligantes enlazados a los mismos
en la primera mezcla purificada por reaccidén de los agentes
de enlace c¢elular gque tengan ligantes enlazados a los
mismos con un agente citotdxico en una solucidén que tenga
un pH menor que 6.0 o un pH mayor que 6.5 para preparar una
segunda mezcla gue comprenda

(1} agente de enlace celular quimicamente acoplado a

través del ligante al agente citotéxico,

o%
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(ii) agente citotdxico libre, ¥y

*{iii)'sub—prodﬁctos de reaccidn, y

(d) someter la segunda mezcla a filtracién de flujo
tangencial, precipitacioén selectiva, filtracién Dor
adsofciénJ o cromatografia por ‘adsorcién, para purificar
los agentes de enlace celular guimicamente ‘acoplados a
traves de ligantes al agente citotdxice desde otros
componentes de la segunda mezcla y pregarar asi una segunda
mezcla purificada.

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

adsorcidén es seleccionada del grupe gue consiste de

hidroxiapatita, cromatografia por induccién de carga
hidroféhica {HCICY, cromatografia por interaccidn
hidrofdbica (HIC), cromatografia por intercambic idnico,

cromatografia por intercambio idnico en modalidad de

mezcla, cromategrafla peor afinidad del metal inmeovilizado

{(IMAC), cromatografia de ligando tenido, cromatografia por‘

afinidad, cromatografia en fase inversa, y combinacicnes de
las mismas.

. 3,- Bl proceso de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque la filtracién de flujo tangencial es
utilizada en las etapas (b} y (d).

4.- El procesc de conformidad con las reivindicaciocnes

1 o 2, caracterizado porgue la cromatografia por adsorcién

es utilizada en las etapas (b} y (d).
5.- Bl proceso de conformidad con las reivindicaciones

1 o 2, caracterizade porque la filtracién de flujo

ke
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tangencial es utilizada en la etapa (b) y no se utiliza

cromatografia por adsorcidén en la etapa (d).

6.- El proceso de conformidad con las reivindicaciones

1 o 2, caracterizado porque la cromatografia por adsorcidn
es utilizada en 1la etapa (b) y la filtracién de f£flujo

tangencial es utilizada en la etapa (d).

7.- El proceso de conformidad con las reivindicaciones

1 a 6, caracterizado porque la solucidén en la etapa (c)
tiene un pH desde aproximadamente 4 hasta menos de 6.0.

8.- El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porqﬁe la solucidén en
la etapa (c) tiene un pH mayor que 6.5.

9.- El1 proceso de conformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, <caracterizado porque 1la
solucidén 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 adicionalmente un agente
regulador seleccionado del grupoc gque consiste de un
regulador de citrato, un regulador de acetato, un regulador
de succinato, y un regulador de fosfato.

11. El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciocnes 1 a 10, caracterizado porque ademas
comprende el paso de detencién de la mezcla entre al menos

uno de los pasos a-b, pasos b-c 6 pasos c-d para liberar

los ligantes unidos inestablemente del agente de enlace

celular.
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12. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 11, caracterizado porque la mezcla se
detiene entre los pasos a-b.

13. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 11, caracterizado porque 1la mezcla se
detiene entre los pasos b-c.

14. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 11, <caracterizado porque la mezcla se
detiene entre los pasos c¢-d.

15. Un proceso para la preparacién de un conjugado
agente de enlace celular-agente citotdxico caracterizadé
porque comprende los siguientes pasos:

(a) poner en contacto un agente de enlace celular con
un reactivo de reticulacién bifuncional para unir un
ligante al agente de enlace celular y de este modo preparar
una primera mezcla que comprende agentes de enlace celular
que tiene ligantes unidos a los mismos;

(b) conjugar ﬁn agente citotdéxico a los agentes de
enlace celular que tienen los ligantes unidos a los mismos
en la primera mezcla mediante la reaccidn del agente de
enlace celular que tiene los ligantes unidos a los mismos
con un agente citotdxico en una solucidén que tiene un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 9 para preparar una
segunda mezcla que comprende (i) agente de enlace c¢elular

quimicamente acoplado a través del 1ligante al agente
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citotéxico, (ii) agente citotdxico, y (iii) subproductos de
reaccidédn producidos durante el paso (b), y

(c) someter la segunda mezcla a filtracién de flujo
tangencial, precipitacién selectiva, filtracidén por
adsorcién, cromatografia por adsorcién, o una combinacién
de las mismas para purificar los agentes de enlace celular
quimicamente acoplados a través de ligantes al agente
citotéxico, de otros componentes de la segunda mezcla y de
este modo preparar una segunda mezcla purificada de agentes
de enlace c¢elular gquimicamente acoplados a traves ae
ligantes al agente citotdoxico, con la condicién de que la
primera mezcla no es sometida a filtracién de flujo
tangencial, precipitacién selectiva, filtracidén por

adsorcién o cromatografia por adsorcién.

16. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 15, caracterizado porque la mezcla no es

sometida a purificacién.

17. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 15 o 16, caracterizado porque la
cromatografia por adsorcidén se selecciona del grupo dgue
consiste de cromatografia de hidroxiapatita, cromatografia
de induccién de carga hidrofébica (HCIC), cromatografia de

interaccién hidrofébica (HIC) cromatografia de intercambio

idénico, cromateografia de intercambio iénico de modo

mezclado, cromatografia de afinidad de metal inmebilizado .

(IMAC) , cromatografia de tincién de ligante, cromatografia

Y7
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de las mismas.

18. El proceso de acuerde con cualquiera de las

reivindicaciones 15 a 17, caracterizado peorgque la solucién
en el paso (b} tiene un pH de desde aproxiﬁadamente 4 hasta

aproximadamente 6.0.

19. El proceso de acuerdo con éualquiera. de las

reivindicaciones 15 a 17, caracterizado porque la solucidn
en el paso (b} tiene un pH de desde aproximadamente €.5

hasta ¢.

20. El proceso de acuerde con cualguiera de las
reivindicaciones 15 a 17, caracterizado porque la solucién
en el pasc {(b) tiene un pH menor que 6.0 o un pH mayor que

6.5.

21. El proceso de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 15 a 20, caracterizado porque la-

solucidn en el paso (b) comprende sacarosa.

22, El proceso de conformidad c¢con cualquiera de

las reivindicaciones 15 a 21, caracterizado porque la -

solucion en el pasco (b) adicionalmente comprende un agente
regqulador seleccionade del grupo que consiste de regulador
de citrata, un regulador de acetato, un requlador de

succinato ¥y un requlador de fosfate.
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23. El proceso de conformidad con cualquiera de
las reivindicacicnes 15 a 22, caracterizado porque ademas
comprende (d) detener la mezcla entre al menos uno de los
pasos a-b y pasos b-c para liberar los ligantes unidos

inestablemente del agente de enlace celular.

24. El proceso de conformidad con la -~

reivindicacién 23, caracterizado porque la mezcla se

detiene entre los pasos a-b.

25. El proceso de conformidad con la
reivindicacién 23, caracterizado porque 1la mezcla se

detiene entre los pasos b-c.

26.- El1 procesc de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, caracterizado porgque el agente de

enlace celular es seleccionado del grupo gque consiste de

anticuerpo, inrterferones, interleugquina 2 (1L.-2),

interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 4 (IL-4),
interleuquina 6 (IL-6), insulina, EGF, TGF-«, FGF, G-CSF,
VEGF, MCSF, GM-CSF, y transferrina.

27.- El proceso de conformidad con la reivindicacién
26, caracterizado porque el agente de enlace celular es un

anticuerpo.
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28.- El1 proceso de conformidad con la reivindicacién
27, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpo

monoclonal.

29.- El proceso de conformidad con la reivindicaciodn
28, caracterizado porque el anticuerpo es un anticuerpe

monoclonal humanizado.

30.- El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn
29, caracterizado porgue el anticuerpo es seleccionado del
grupo que consiste de huN901, HuMy9-6, huB-4, huC242,
trastuzumab, Dbivatuzumab, sibrotuzumab, CNT0%85, hubDSsS6, vy

rituximab.

31.- El1 proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 30, caracterizado porgque el agente
citotdxico es seleccionado del grupo que consiste de

maytansinoides, taxanos, y CC1065.

32.- El proceso de conformidad con la reivindicacién
31, <caracterizade porque el agente citotdxico es un
maytansinoide.

33.- El proceso de conformidad con la reivindicacién

32, caracterizado porque el maytansinoide comprende un

grupo tiol.

2L
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34.- El1 proceso de cenformidad con la reivindicacidn

33, caracterizado porgque el maytansinoide es DMIL.

35.— El1 proceso de conformidad ccon 1la reivindicacién

33, caracterizado porque el maytansincide es DM4.

36.- El proceso de cenformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 353, caracterizado porgue el agente
de enlace celular esté_ quimicamente acoplado al agente
citotdxrico via enlaces quimiéos seleccionados del grupo que
consiste de enlaces disulfuro, enlaces Acido 1labiles,
enlaces foto lahiles, enlaces 1labhiles a la peptidasa,
enlaces tioéteres, y enlaces labiles a la estearasa.

40.- E1 proceso de contformidad con una cualquiera de
las reivindicaciones 23 a 39, «caracterizade porgue la
sblucién en la etapa (c) comprende sacarosa.

411— El proceso de confermidad ccn una cualguiera de
las reivindi;aciones 23 .a 40, caracterizade porque la
selucién en la etapa (c¢) comprende adicionalmente un agente
regulador seleccionado del grupo gue consiste de un
regulador de citrateo, un regulader de acetato, un regulador

de succinate, y un regulador de fosfato.

21
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencidn proporciona un procesc para pIreparar un
agente de enlace célular guimicamente - acoplado a un
farmaco. El procese comprende fijar covalentemente un
ligante a wun agente de enlace celular, uné etapa de
puriflcacién, conjugar un farmaco al agente de enlace

celular v una etapa de purificacién subsiguiente.
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