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1
Patentkrav
1. Fremgangsmate for fremstilling av en forbindelse, CL2A-SN-38, av
strukturen
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hvor intermediat 9 ikke eksponeres for trifenylfosfin.
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2. Fremgangsmate ifglge krav 1, ytterligere omfattende 8 anvende et 1,1
ganger molart overskudd av tetrabutylammoniumfluorid for & fjerne en silyl-

beskyttende gruppe og omdanne intermediat 6 til intermediat 7.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1, ytterligere omfattende 8 utfgre tre vasker av
et organisk ekstrakt omfattende intermediat 6 med 0,05 M natriumacetat-buffer,
pH 5,3.

4, Fremgangsmate ifglge krav 1, ytterligere omfattende 3 utfgre to vasker av
et organisk ekstrakt omfattende intermediat 7 med 0,25 M natriumcitrat-buffer, pH
6.

5. Fremgangsmate ifslge krav 1, ytterligere omfattende 8 rense intermediat 7
ved trinneluering fra en silikagel-kolonne med en blanding av diklormetan,

etylacetat og metanol.

6. Fremgangsmate ifslge krav 1, ytterligere omfattende
a) & danne en bifasisk blanding omfattende (i) kobbersulfat og natriumaskorbat

i vann og (ii) intermediat 7, intermediat 8 og 2,6-kollidin i diklormetan og

b) omrgre den bifasiske blandingen over natten ved romtemperatur.

7. Fremgangsmate ifslge krav 1, ytterligere omfattende

a) & rense intermediat 9 med EDTA-vask og kromatografi og

b) & konsentrere intermediat 9 til et faststoff for lagring, for fjerning av en

silylgruppe fra intermediat 9 for @ danne CL2A-SN-38.

8. Fremgangsmate ifglge krav 7, ytterligere omfattende (i) & danne en
opplgsning av fast intermediat 9 og (ii) omsette intermediat 9 i opplgsning med
dikloreddikksyre og anisol for 8 danne CL-2A-SN-38.

9. Fremgangsmate ifglge krav 8, ytterligere omfattende 3 felle ut CL2A-SN-38
ved drapevis tilsetning av tert-butyl metyl eter (t-BME).

10. Fremgangsmate for fremstilling av et SN38-konjugert protein eller peptid
omfattende fremgangsmaten ifglge krav 1 og ytterligere omfattende 8 omsette en
maleinimid-variant av CL2A-SN38 med et redusert sulfhydryl pa et protein eller

peptid for 8 danne et SN38-konjugert protein eller peptid.
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11. Fremgangsmate ifglge krav 10, hvor proteinet eller peptidet er et antistoff
eller et antigenbindende antistoff-fragment og det SN-38-konjugerte antistoffet

eller antistoff-fragmentet er et immunokonjugat.

12.  Fremgangsmate ifglge krav 11, ytterligere omfattende & rense
immunokonjugatet ved tangential stremningsfiltrering (TFF), hvor denne TFF
utfgres med en 50.000 dalton molekylvekt utelukkelsesmembran ved & bruke 25-

til 30-diafiltreringsvolumer av buffer.

13. Fremgangsmate ifglge krav 11, ytterligere omfattende & formulere
immunokonjugatet i Goods biologisk buffer ved en pH pa 6,0 til 7,0 og frysetgrke
immunokonjugatet for lagring, hvor Goods biologisk buffer er valgt fra gruppen
bestdende av 2-(N-metylmorfolino)etansulfonsyre (MES), 3-(N-
morfolino)propansulfonsyre (MOPS), 4-(2-hydroksyetyl)piperazin-1-etansulfonsyre
(HEPES) og 1,4-piperazindietansulfonsyre (PIPES) i pH-omradet 6-7, foretrukket i
pH-omradet 6,5 til 7 og en bufferkonsentrasjon pa 10-100 mM.

14, Fremgangsmate ifslge krav 11, hvor antistoffet eller antistoff-fragmentet er
bundet til mellom 6 og 8 kopier av CL2A-SN38.

15. Fremgangsmate ifslge krav 11, hvor antistoffet er valgt fra gruppen
bestdende av LL1 (anti-CD74), LL2 Ianti-CD22), RFB4 (anti-CD22), RS7 (anti-EGP-
1), PAM4 (anti-MUC5AC), KC4 (anti-mukin), A19 (anti-CD19), A20 (anti-CD20),
MN14 (anti-CEACAM5), MN-15 (anti-CEACAM6), MN-3 (anti-CEACAMS6), R1 (anti-
IGF-1R), Mu-9 (anti-CSAp), Immu 31 (anti-AFP), CC49 (anti-TAG-72), 1591 (anti-
PSMA), Hul591 (anti-PSMA), AB-PG1-XG1-026 (anti-PSMA dimer), D2/B (anti-
PSMA), G250 (anti-karbonsyre anhydrase IX) og hL243 (anti-HLA-DR).
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