ES 2623 209 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 623 209
GDint. Ci.;

A61K 47/68 (2007.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 11.10.2013 ~ PCT/GB2013/052661

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea

01.05.2014 WO14064423

11.10.2013  E 13786530 (9)
. 08.02.2017  EP 2911700

T3

Tl’tulo: Conjugados farmaco-proteina

Prioridad:

24.10.2012 US 201261717710 P
24.10.2012 US 201261717743 P
12.04.2013 US 201361811285 P
19.06.2013 WO PCT/GB2013/051593

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
10.07.2017

@ Titular/es:

POLYTHERICS LIMITED (100.0%)
Babraham Research Campus
Babraham, Cambridge CB22 3AT, GB

@ Inventor/es:

BURT, JOHN;
GODWIN, ANTONY;
FRIGERIO, MARK y
BADESCU, GEORGE

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2623209 T3

DESCRIPCION
Conjugados farmaco-proteina
Esta invencion se refiere a conjugados farmaco-proteina novedosos.

La especificidad de las proteinas de union para marcadores especificos en la superficie de células y moléculas diana
ha conducido a su uso extenso como vehiculos para una diversidad de agentes de diagndstico y terapéuticos. Por
ejemplo, dichas proteinas conjugadas con marcadores y grupos informadores tales como fluoréforos, radioisétopos y
enzimas, encuentran uso en aplicaciones de marcado y formacion de imagenes, mientras que la conjugacion con
agentes citotoxicos y farmacos de quimioterapia permite la administracion dirigida de dichos agentes a tejidos o
estructuras especificos, por ejemplo, tipos celulares o factores de crecimiento particulares, minimizando el impacto
en el tejido sano normal y reduciendo significativamente los efectos secundarios asociados a los tratamientos de
quimioterapia. Dichos conjugados tienen amplias aplicaciones terapéuticas potenciales en varias areas de
enfermedad, particularmente en cancer.

Los polimeros sintéticos solubles en agua, particularmente polialquilenglicoles, se usan ampliamente para conjugar
moléculas terapéuticamente activas tales como ligandos de péptidos o proteinas, incluyendo anticuerpos. Se ha
demostrado que estos conjugados terapéuticos alteran la farmacocinética favorablemente prolongando el tiempo de
circulacién y disminuyendo las tasas de depuracion, disminuyendo la toxicidad sistémica y, en varios casos,
mostrando una mayor eficacia clinica. El proceso de conjugacion covalente de polietilenglicol, PEG, con proteinas se
conoce comunmente como "PEGilacion”.

Es importante para una eficacia optimizada y para asegurar la consistencia de dosis a dosis que el nimero de restos
conjugados por proteina de unién sea el mismo, y que cada resto esté especificamente conjugado al mismo residuo
aminoacidico en cada proteina de unién. Por consiguiente, se han desarrollado varios métodos para mejorar la
homogeneidad de dichos conjugados. Liberatore et al, Bioconj. Chem 1990, 1, 36-50, y del Rosario et al, Biocon;.
Chem. 1990, 1, 51-59 describen el uso de reactivos que pueden usarse para reticular a través de los enlaces
disulfuro en proteinas, incluyendo anticuerpos. El documento WO 2005/007197 describe un proceso para la
conjugacion de polimeros en proteinas, usando novedosos reactivos de conjugacion que tienen la capacidad de
conjugarse con ambos atomos de azufre derivados de un enlace disulfuro en una proteina para dar novedosos
conjugados tioéter. Khalili et al, Bioconj. Chem. 23(11), 1043-1802, también describen tal proceso.

Las auristatinas son agentes antineoplasicos, y son una clase de farmaco altamente potente, que destruye las
células. Se estan desarrollando varios miembros de esta clase, incluyendo el producto natural dolastatina 10 (aislado
de Dolabella auricularia), monometilauristatina E, monometilauristatina F, monometilauristatina D, auristatina PYE y
auristatina PHE, para su uso en el tratamiento de diversas enfermedades incluyendo el cancer. Son altamente
toxicas, y muchas investigaciones estan dirigidas actualmente al desarrollo de conjugados que contienen
auristatinas.

El documento WO 2009/117531 esta dirigido a conjugados de farmacos que tienen auristatinas unidas a través del
extremo C a un enlazador y de alli a un anticuerpo. Se indica que estos conjugados muestran eficacia sin la
necesidad de un grupo auto-inmolativo para liberar el farmaco. El documento WO 2009/052431 se refiere a agentes
de unidon a CD19 y desvela conjugados de auristatina. El documento EP 2.354.163 también menciona conjugados de
auristatina.

Dos conjugados de farmacos de anticuerpos han recibido aprobacién reguladora: uno es brentuximab vedotin, en el
que el farmaco es una auristatina, y uno es trastuzumab emtansina, en el que el farmaco es una maytansina. En
estos dos conjugados disponibles en el mercado, el enlace del farmaco al anticuerpo utiliza un enlazador basado en
maleimida. Las maleimidas se usan ampliamente en los reactivos de conjugacién. Sin embargo, como con muchos
otros reactivos de conjugacion, el uso de maleimidas presenta una serie de dificultades: el control de la reaccion de
conjugacion es dificil, dando lugar a productos de baja homogeneidad, y la estabilidad de los conjugados resultantes
puede ser un problema.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de conjugados de auristatina-anticuerpo mejorados con mejor estabilidad
y homogeneidad, que se puedan preparar eficazmente y que demuestren la eficacia requerida.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un conjugado que contiene auristatina que tiene la formula
general:

(((Dg-LK")m-P)p-LKk?-Lk?),-Ab(1)
en la que D representa un resto de auristatina;
q representa un numero entero de 1 a 10;

LK’ representa un enlazador;
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m representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo valente z -P'-NH- donde z es de 2 a 11 y P'es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH2-CHaz- 0 una unidad de etilenglicol -O-CH,-CHy-;

p representa un numero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador valente y donde y es de 2 a 11 y que consiste en 1 a 9 residuos de
aspartato y/o glutamato;

Lk® representa un enlazador de la férmula general:
-CO-Ph-X-Y-(Il)

en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; X representa un grupo CO o un grupo CH.OH; e Y
representa un grupo de formula:

—CH,~CH
(TI1)
(o]
A——0
/
——CH
\
B—
(Iv)

en el que cada uno de A y B representa un grupo alquileno o alquenileno Ci.4;

Ab representa una proteina o péptido de uniéon capaz de unirse a un compafiero de uniéon en una diana, estando
dicha proteina de unién unida a Lk® a través de dos atomos de azufre derivados de un enlace disulfuro en la proteina
o péptido de union; y

n representa un niumero entero de 1 a s donde s es el niUmero de enlaces disulfuro presentes en la proteina o
péptido de union antes de la conjugacion en Lk>;

escogiéndose los significados de m, n, p, ¢, y y z de tal forma que el conjugado contiene de 1 a 10 grupos D.

D representa un resto de auristatina (es decir, el grupo Lk" esta unido al residuo de una auristatina). El término
auristatina incluye compuestos tales como auristatina D, auristatina E, auristatina F, monometil auristatina D,
monometil auristatina E, monometil auristatina F, auristatina PYE auristatina PHE, el producto natural relacionado
dolastatina 10, y derivados de las mismas.

Preferiblemente, la auristatina es un compuesto que contiene la subestructura (A)

Rc Rd
Ra O Re Rg O Rh (A,

en la que Ra representa alquilo C1.s; Rb representa H, alquilo C1.s, cicloalquilo Cs.s o cicloalquenilo, arilo, -X-arilo, -X-
cicloalquilo Cs.s o cicloalquenilo, heterociclilo Cs.s 0 -X-heterociclilo Cs.s; Rc representa H o metilo; Rd representa H,
alquilo C1., cicloalquilo Cs.s o cicloalquenilo, arilo, -X-arilo, -X-heterociclilo Cs.s, -heterociclilo Cs_g, -X-heterociclilo Cs.
s, -X-S-alquilo C15 0 Rc y Rd juntos forman un anillo carbociclico de féormula -(CR°R®)-, donde R* y R®
independientemente representan H o alquilo C4.s y r es un nimero entero de 2 a 6; Re representa H o alquilo Cy.g; Rf
representa H, alquilo C4, cicloalquilo Css o cicloalquenilo, arilo, -X-arilo, -X-cicloalquilo Cs.s o cicloalquenilo,
heterociclilo Cs.s 0 -X-heterociclilo Cs.s; Rg representa H, -OH, -alquilo C+.s, cicloalquilo Cs.s 0 cicloalquenilo, o -O-
(alquilo C1.8); Rh representa H, -OH, -alquilo C.s, cicloalquilo Cs.s o cicloalquenilo, o -O-(alquilo C1.g); y cada X es
independientemente alquileno C1-1o.
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Preferiblemente Ra representa alquilo Ci4, especialmente metilo. Preferiblemente Rb representa alquilo Ci.4,
especialmente isopropilo. Preferiblemente Rc representa H. Preferiblemente Rd representa alquilo Ci4 0o -
CH>CH,SCH3, mas preferiblemente -CH,CH(CHs)2, -CH(CH3), o -CH2CH>SCH3, mucho mas preferiblemente -
CH(CHa),. Preferiblemente Re representa H o alquilo Ci4; mucho mas preferiblemente Re representa metilo.

5 Preferiblemente Rf representa alquilo C4.4, especialmente 1-metilpropilo. Preferiblemente Rg representa -OH o -O-
(alquilo C4.4); mucho mas preferiblemente Rg representa metoxi. Preferiblemente Rh representa -OH o -O-(alquilo
C14); mucho mas preferiblemente Rh representa metoxi.

Mas preferiblemente, la auristatina comprende la subestructura (B)

10 en la que Ra-Rh tienen los significados que se han expuesto anteriormente.

Aun mas preferiblemente, la auristatina comprende la subestructura (C)

e aastne

en la que Rd representa -CH(CHj3),, -CH>CH(CHs),, 0 -CH>CH>SCH.

wllll

En algunas realizaciones preferidas, el grupo N-terminal de auristatina es hidrégeno o alquilo Cis, mas
15 preferiblemente hidrégeno o metilo. Por ejemplo, la auristatinas puede ser un compuesto que contiene la

subestructura (D) o (E):

. JL&%
VY ;QY%

En algunas realizaciones preferidas, el grupo C-terminal de auristatina es:

%E%Rj g(Ei\ﬁq\ﬂj Bizt\/s\ I{Ej{m

0O

wlln

20

en la que Ri representa hidrégeno o alquilo Ci.s; Rj representa arilo Cs.19 0 heteroarilo Cs.10, estando dicho arilo o
heteroarilo opcionalmente sustituido con hasta 3 sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del

4
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grupo que consiste en halégeno, alquilo C14 opcionalmente sustituido con hasta 3 halédgenos, hidroxi, alcoxi C14 y
ciano; Rk representa hidrégeno o alquilo Cis; RI representa hidrogeno o hidroxi; y Rm representa -CO2H, -
COzalquilo Cy3, -CONH-arilo Ces.19, -CONH-heteroarilo Cs.1o y heteroarilo Cs.1o, estando dicho grupo arilo o
heteroarilo opcionalmente sustituido con hasta 3 sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del
grupo que consiste en halégeno, alquilo C14 opcionalmente sustituido con hasta 3 halégenos, hidroxi, alcoxi C14 y
ciano.

En algunas realizaciones preferidas, el grupo C-terminal de auristatina es

Fl{i RI
e -
Rj

Rk

mas preferiblemente

Fl{l RI
e -
Rj
Rk

en la que Ri representa hidrogeno; Rj representa fenilo o heteroarilo Cs.1o, estando dicho fenilo o heteroarilo
opcionalmente sustituido con hasta 3 sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del grupo que
consiste en haldgeno, alquilo C44 opcionalmente sustituido con hasta 3 halégenos, hidroxi, alcoxi C1.4 y ciano; y Rk y
RI son los dos hidrogeno, o Rk es metilo y Rj es hidroxi.

k4

En algunas realizaciones preferidas, el grupo C-terminal de auristatina es

Fl{l
N .
g( Y\RJ
Rm

mas preferiblemente

Fl{l
N .
B( Y\RJ
Rm

k4

en la que Ri representa hidrogeno; Rj representa fenilo o heteroarilo Cs.1o, estando dicho fenilo o heteroarilo
opcionalmente sustituido con hasta 3 sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del grupo que
consiste en halégeno, alquilo C14 opcionalmente sustituido con hasta 3 halégenos, hidroxi, alcoxi C14 y ciano; y Rm
representa -COzH, -COzalquilo C1.s, 0 heteroarilo Cs.10, estando dicho heteroarilo opcionalmente sustituido con hasta
3 sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en halégeno, alquilo Cq4
opcionalmente sustituido con hasta 3 halégenos, hidroxi, alcoxi C14 y ciano.

Por ejemplo, la auristatina puede contener la subestructura (F) o (

DIYboN aNn s

wllll

),
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Los ejemplos de auristatinas especificas preferidas incluyen:
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Dependiendo de la estructura de la auristatina, puede existir en la forma de la base libre o acido libre, o en forma de
una sal farmacéuticamente aceptable, y/o como un solvato. Los conjugados de férmula | también pueden existir en

estas formas.

Lk’ puede estar unido al resto de auristatina en cualquier punto adecuado Cuando el resto de auristatina
corresponde a una auristatina que tiene un hidrogeno N-terminal, Lk' esta unido preferiblemente al nitrégeno N-

terminal, por ejemplo
&% \‘)\Rj

g(ij
|

TS &% N

0

wllll

En el caso de un resto de auristatina correspondiente a una auristatina en la que Rm representa -COzH, Lk’ puede
estar unido, por ejemplo, al carbono C-terminal, por ejemplo

Rd o._ O 0L O 2\ s
Rd o_ O 0L O 2~ s
A

Lk' es un enlazador un enlace o un grupo que conecta un resto de aurlstatlna D a un grupo P. Puede llevar de 1 a
10 grupos D. Lk contiene preferiblemente un grupo degradable, es decir Lk’ es preferiblemente un enlazador que se
rompe en condiciones fisiolégicas, separando D de Ab. Como alternativa, Lk puede ser un enlazador que no es
escindible en condiciones fisioldgicas. Cuando Lk" es un enlazador que se rompe en condiciones fisioldgicas, puede
escindirse preferiblemente en condiciones intracelulares. Cuando la diana es intracelular, preferiblemente Lk" es
sustancialmente insensible a las condiciones extracelulares (es decir, de manera que la administracion a la diana
intracelular de una dosis suficiente del agente terapéutico no esté prohibida).

Cuando Lk" es un enlazador degradable, puede contener un grupo que es sensible a las condiciones hidroliticas. Lk’
puede contener un grupo que se degrada a ciertos valores de pH (por ejemplo, condiciones acidas). Pueden
encontrarse, por ejemplo, condiciones hidroliticas/acidas en endosomas o lisosomas. Los ejemplos de grupos
susceptibles a hidrolisis en condiciones acidas incluyen hidrazonas, semicarbazones, tiosemicarboazones, amidas
cis-acotinicas, ortoésteres y acetales/cetales. Los ejemplos de grupos susceptible a condiciones hidroliticas

incluyen:
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O S
/NKN)SJ {%
.

-

Lk" también puede ser susceptible a la degradacion en condiciones reductoras. Por ejemplo, LK’ puede contener un
grupo disulfuro que es escindible en la exposicion a agentes reductores bioldgicos, tales como tioles. Los ejemplos
de grupos disulfuro incluyen:

Rll Rlll

R R

k4

en la que cada uno de R, R', R"y R™ es independientemente hidrégeno o alquilo C14, ¥

oosd

Lk" también puede contener un grupo que es susceptible a la degradacidon enzimatica, por ejemplo, puede ser
susceptible a la escisidon por una proteasa (por ejemplo, una proteasa lisosomas o endosomal) o una peptidasa. Por
ejemplo, Lk’ puede contener un grupo peptidilo que comprende al menos uno, por ejemplo al menos dos, o al menos
tres, residuos aminoacidicos (por ejemplo, Phe-Leu, Gly-Phe-Leu-Gly, Val-Cit, Phe-Lys). Por ejemplo, Lk' puede ser
una cadena aminoacidica que tiene de 1 a 5, por ejemplo de 2 a 4, aminoacidos. Otro ejemplo de un grupo
susceptible a la degradacion enzimatica es:

;S(v@ i

donde AA representa una secuencia aminoacidica especifica de proteasa, tal como Val-Cit.

k4

En una realizacién preferida, Lk' es o incluye:

F%/OVQ/ N\c[)(:\H NF(

Por ejemplo, Lk puede ser

V)

10
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H : H
N A N
W(\N
H
O

O

O (Va)

en cuyo caso esta unido preferiblemente a los grupos D y P como se muestra a continuacion

HzNYO

HN

o ST XY

O (Vb).
En esa realizacion, el resto de auristatina D esta unido preferiblemente a través del nitrdgeno N-terminal.

En una realizacion, Lk' lleva un unico resto de auristatina D (es decir g = 1). El enlazador especmco V mostrado
anteriormente es de este tipo. En otra realizacion, q es mayor de 1, por ejemplo 2, 3 0 4,y Lk' se usa como un
medio para incorporar mas de un resto de auristatina en un conjugado de la invencion. En una realizacién, esto
puede conseguirse por el uso de un enlazador de ramificacion Lk', que puede incorporar, por ejemplo, un residuo de
aspartato o glutamato, o un residuo similar. Esto introduce un elemento de ramificacion de formula:

0O

o

NLK
H
(VD

donde b es 1, 2 o0 3, siendo b = 1 aspartato y siendo b = 2 glutamato, y representando b = 3 una realizacion
preferida. Cada uno de Ios restos de acilo en la formula VI puede acoplarse a un grupo D a través de un enlazador
adecuado Lk'®, donde Lk es cualquier enlazador adecuado, por ejemplo un enlazador degradable que incorpora
uno de los enlaces que se han mencionado anteriormente para Lk'. En una realizacion particular, Lk representa el
grupo V que se ha mostrado anteriormente. El grupo amino del residuo de aspartato o glutamato o un residuo similar
puede estar unido a P por cualquier medio adecuado, por ejemplo, el enlace puede ser a través de un enlace amida,
por ejemplo, el grupo de ramificacién anterior puede estar conectado a P a través de un grupo -CO.CH,-, por lo
tanto:

11
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O
o O
o
O

Si se desea, el residuo de aspartato o glutamato, o un residuo similar, puede acoplarse residuos de aspartato y/o
glutamato adicionales y/o residuos similares, por ejemplo:

0 O
b O )b
H
i‘}i’?iﬁ‘i@
H H
@) by O
O

(VIa)

(VIIa)
(o]
O
)b
NH
O
O |_C|) )b
N Nk(
H
)y O
O (VIIb)

etc., hasta un maximo de 9 de dichos residuos, dando el potencial de incorporar hasta 10 grupos D. Como
anteriormente, cada D puede estar unido a un residuo de aspartato/glutamato o similar a través de cualquier
enlazador adecuado Lk.

Cuando P representa un grupo -P'-NH-, P' contiene al menos una unidad de etileno o etilenglicol (-CH2-CHa- o -O-
CH»-CHa-). Si muchas de estas unidades estan presentes, p' representa polietileno, PE, o polietilenglicol, PEG.
Estos polimeros pueden contener una Unica cadena lineal, o pueden tener una morfologia ramificada compuesta de
muchas cadenas pequefias o grandes, en cuyo caso contendran grupos de ramificacion, que tipicamente contienen
>CH-, como por ejemplo en -(CH2CH>)2-CH- o -(O-CHz-).CH-. Pueden opcionalmente derivatizarse o funcionalizarse
de cualquier manera deseada. Por ejemplo, pueden llevar un agente terapéutico adicional, o un agente de marcado.
Los conjugados multiméricos que contienen mas de una molécula de agente terapéutico, por ejemplo mas de una
molécula de una auristatina, o una molécula de un agente terapéutico ademas de una molécula de una auristatina,
pueden dar como resultado beneficios sinérgicos y aditivos.

Cuando P’ representa PE o PEG, el peso molecular éptimo del polimero dependera, por supuesto, de la aplicacion
pretendida. Generalmente, cuando =X representa PE, se prefiere que el peso molecular medio en numero sea de
hasta 2 kDa, preferiblemente de hasta 1 kDa. Cuando =X representa PEG, se pueden usar pesos moleculares mas
altos, por ejemplo, el peso molecular medio en nimero puede ser de hasta 75 kDa, por ejemplo, hasta 60 kDa,
siendo el peso molecular medio en nimero minimo por ejemplo de al menos 0,5 kDa, por ejemplo al menos 1 kDa,

12
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por ejemplo 2 kDa. En una realizacion preferida, puede usarse PEG del peso molecular medio en niumero de 0,5a
2 kDa. Sln embargo, en algunas realizaciones preferidas, P puede ser un enlace, o P puede representar - -P'-NH-,
donde P contiene un pequefio nimero de unidades discretas de etileno o etilenglicol, por ejemplo, de 2 a 10, por
ejemplo, 2 o 3, unidades de etileno o, preferiblemente, de etilenglicol.

Si se desea que el conjugado de férmula | contenga mas de una cadena -(CH,-CH>)a- 0 -(O-CH2-CH>)4- (donde a es
el nimero de unidades de etileno o etllengllcol en cualquier cadena lineal), por ejemplo de manera que cada una de
tales cadenas pueda llevar un grupo Dg- -Lk', esto puede conseguirse uniendo mas de una (es decir, de 2 a 10) de
tales cadenas a Lk?, o usando un PE o PEG ramificado, en cuyo caso solo se unira un grupo P a Lk, pero éste
contendra mas de una ramificacion, por ejemplo, de 1 a 9 ramificaciones (proporcionando de 2 a 10 puntos de union
para los grupos D-Lk").

Se entendera que cuando P es -P'-NH-, el 0 cada grupo P se acopla a los grupos adyacentes Lk’ ylo Lk? a través de
un enlace amida. Por ejemplo, PEG (que normalmente termina con un grupo -OH) puede convertirse en la amina
PEG corres?ondlente que termina con un grupo -NHz, para la formacién de enlace amida con un grupo -CO; en, por
ejemplo, Lk"; o el grupo OH puede hacerse reaccionar para formar un enlace -NH.CO.CH,.O- con Lk" como se ha
descrito anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencion, P’ representa PEG, un polimero sintético soluble en agua, y a lo Iargo
de esta memoria descriptiva, excepto cuando el contexto lo requiera de otro modo, cualquier referencia general a P’
debe entenderse que incluye una referencia especifica a PEG.

Lk representa un enlazador valente y donde y esde 2 a 11. Por Io tanto, es capaz de unirse ade 1a 10 gfrupos Po
Lk'. En su forma mas sencilla, Lk es un enlace, en Cuyo caso Lk" esta unido directamente a un grupo - -P'-NH- o, si
P es un enlace, a un grupo D- Lk". Sin embargo, Lk? puede usarse como un medio para incorporar mas de un grupo
D (resto de auristatina) en los conjugados de la invencion. Esto se consigue acoplando un residuo de aspartato o
glutamato al grupo -CO- de Lk® a través de un enlace amida (por ejemplo, haciendo reacmonar el grupo amina de
aspartato o glutamato con un derivado de acido carboxilico adecuado correspondiente a Lk? ). Esto introduce un
elemento de ramificacién de formula VI mostrada anteriormente. En ese caso, cada uno de los restos aC|Io puede
estar acoplado a un grupo - -P'-NH- a través de un enlace amida, o cuando P es un enlace, a un grupo D Lk". Como
alternativa, el residuo de aspartato o glutamato puede acoplarse a mas residuos de aspartato y/o glutamato, como
se muestra en las formulas Vlla y VIlb mostradas anteriormente, etc., hasta un maximo de 9 de dIChOS residuos,
dando el potencial de |ncorporar hasta 10 grupos D a traves de la unién de multiples grupos D- Lk’ P en diferentes
puntos de unién en Lk Se entendera que la valencia de Lk esta asociada al numero de grupos D- Lk'-P presentes.
Por ejemplo, cuando P es - -P'-NH-, para cada grupo D- Lk'-P, la valencia de Lk? esta asociada aI numero de grupos -
P'-NH- presentes, es decir, p equwaldra a y-1. Cuando P es un enlace, para cada grupo D- Lk'-P, la valencia de Lk?
esta asociada al numero de grupos D- Lk’ presente, es decir, m equivaldra a y-1.

Lk® es un enlazador especifico capaz de unirse a unafroteina de unién a través de dos grupos de azufre derivados
de un enlace disulfuro en la proteina de unién. En Lk", el grupo fenilo Ph puede estar sin sustituir o sustituido. Los
sustituyentes que pueden estar presentes opmonalmente en el grupo fenilo Ph incluyen, por ejemplo, uno o mas de
los mismos o diferentes sustituyentes seleccionados de entre alquilo gpreferlblemente alquilo CM, espemalmente
metilo, opC|onaImente sustltmdo con OH o COzH) CN - NOy, -COzR -COH -CHZOH -COR -OR -OCOR
OCO:R*, -SR*, -SOR 302R -NHCOR?, -NR COR*, NHCOzR -NR*CO,R*, -NO, -NHOH, -NR*OH, -C= N-
NHCOR -C=N-NR* COR -N'R* K -N"Ha, -N* HR* 2 -N* H2R halégeno, por ejemplo fluor o cloro, -C= CR -C=CR* 2y
-C=CHR*, en los que cada R* representa independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
(preferlblemente alquilo Cis), arilo (preferiblemente fenilo), o alquil-arilo (preferiblemente, alquil Cie-fenilo). Se
prefiere especialmente la presenma de sustltuyentes aceptores de electrones Los sustltuyentes preferidos incluyen,
por ejemplo, -CN, -NO,, -OR*, -OCOR*, -SR*, -NHCOR*, -NR.COR*, -NHOH y -NR*COR®*. Preferiblemente, sin
embargo, el grupo fenilo Ph esta sin sustltulr.

Cuando Y representa el grupo lll, se forma un Unico puente de carbono entre el enlazador Lk® y dos atomos de
azufre derivados de un enlace disulfuro en la proteina de unién Ab, y cuando Y representa eI grupo |V, la naturaleza
de los grupos A y B determinan la longitud del puente que se forma entre el enlazador Lk? y dos atomos de azufre
derivados de un enlace disulfuro en la proteina de unién Ab. Preferiblemente, se forma un puente de 3 carbonos, es
decir, preferiblemente Y tiene la féormula:

CH,—
/
—CH

\
(IVa)

Como se ha mencionado anteriormente, los conjugados que contienen mas de un resto de auristatina pueden tener
ventajas. La presencia de mas de un resto de auristatina puede conseguirse de varias maneras diferentes, por
ejemplo, como se ha descrito anteriormente mediante el uso de un PEG ramificado, mediante el uso de un grupo
multivalente Lk?, o mediante el uso de un grupo multivalente Lk". Sin embargo, también puede conseguirse uniendo
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mas de un enlazador Lk® a la proteina de union Ab. En general, los anticuerpos normales de longitud completa
tienen 4 enlaces disulfuro de cadena intermedia (cadena pesada-pesada o cadena pesada- Il%era para anticuerpos
IgG1 enteros) y cualquiera o todos estos pueden estar puenteados por el enlazador Lk™ de acuerdo con la
invencion. También se prevé que uno o mas enlaces disulfuro intra-cadena en el anticuerpo puedan estar
puenteados por un enlazador Lk®. Cuando mas de un grupo de conjugacion esta presente, n es mayor de 1. n puede
ser, por ejemplo, 2, 3 0 4.

Como alternativa o ad|C|onaImente uno o mas restos de auristatina ad|C|onaIes pueden estar presentes unidos a
través de un enlazador Lk' a P o, cuando P es un enlace, directamente a Lk En este caso, m es mayor de 1, por
ejemplo 2, 3 0 4, hasta un maximo de 10. Si esta presente mas de un enlazador Lk', éstos pueden ser iguales entre
si, o diferentes.

Como alternativa o ad|C|onaImente uno o mas restos de auristatina adicionales pueden estar presentes unidos a un
enlazador multivalente Lk'. En este caso, g es mayor de 1, por ejemplo 2, 3 0 4, hasta un maximo de 10.

Se prevé que los conjugados de la presente invencion pueden llevar hasta 10 grupos D (restos de auristatina).
Cuando se desea que el conjugado de férmula | contenga mas de un grupo D (es decir, mas de un resto de
auristatina), esto puede consegulrse en una cualquiera de varias maneras. Por ejemplo, se pueden unir multiples
grupos (((Dg- Lk")m -P)o -Lk?*Lk®- a un unico anticuerpo (es decir, n es de 2 a s). Este modo de union forma una
manera preferida de proporcionar conjugados que contengan mas de un grupo D. Una segunda forma preferida de
proporcionar conjugados que contengan mas de un grupo D es mediante el uso de un enlazador multivalente Lk',

por ejemplo, un enlazador Lk’ que contiene uno o mas residuos de aspartato y/o glutamato o similares como se ha
descrito anteriormente (como por ejemplo en las formulas VI, Vlla y VIib), permltlendo la presencia de muiltiples
grupos D (es decir, g es de 2 a 10). Se cree que los conjugados en los que Lk' es un enlazador multivalente,
especialmente uno que incluye la férmula VI anterior, p=1,g=2, m=1y Lk® es un enlace, son particularmente
eficaces, y dichos conjugados forman una realizacién preferida de la invencion.

Como alternativa o adicionalmente, cuando Lk? es un grupo que consiste en 1 a 9 reS|duos de aspartato y/o
glutamato, pueden unirse multiples grupos ((Dq- -Lk")m-P)- en diferentes posiciones en el grupo Lk? (es decir, p es de
2 a 10), mediante unién amida de cada grupo a traves de un resto amina con un grupo carboxilo de un residuo de
aspartato o glutamato en el grupo Lk Cuando P' contiene al menos una unidad de etileno o etilenglicol y también
contiene al menos una unidad de ramlflca0|on como alternativa o adicionalmente, multiples grupos (Dq- -LK' )- pueden
unirse en diferentes posiciones en el grupo P' (es decir m es de 2 a 10).

Los conjugados que tienen combinaciones de lo anterior se incluyen tamblen por Ia invencion. A modo de ejemplo,
un conjugado puede contener un grupo Ab unido a dos grupos ((D- -Lk' )m-P)p -LK*-Lk>- en los que, para cada uno de
estos grupos ((D-Lk")m -P)p -Lk%*Lk*-, Lk® es un residuo de aspartato o] glutamato unido a dos grupos (D-Lk")n-P, y en
los que, para cada uno de los grupos (D- -LK' )m-P, P es - -P'-NH-en la que P" contiene al menos una unidad de etileno
o] etllengllcol y también contiene al menos una unidad de ramificacién, de manera que, en total, estan presentes 8
grupos D- Lk’ en el conjugado A modo de ejemplo adicional, un conjugado puede contener un grupo Ab unido a dos
grupos ((D-LK")m P) -Lk*-Lk’- en los que, para cada uno de los grupos ((D-Lk")m -P)p -Lk?*Lk>-, Lk® es un enlace, P es
-P'-NH-en la que P’ contlene al menos una unidad de etileno o etilenglicol y también contlene al menos una unidad
de ramificacion, y cada Lk' contiene un reS|duo de aspartato o glutamato o similar unido a dos grupos D, de manera
que estan presentes en total 8 grupos D- Lk' en el conjugado.

También pueden estar presentes diferentes grupos LK®, LK?, P, Lk yDen eI mlsmo conjugado, por ejemplo, cuando
un con;ugado contiene un grupo Ab unido a dos grupos ((D -LK " )m P) -Lk*-LK?, en uno de los grupos ((D-Lk")m -P)e-
Lk?-Lk>-, Lk? puede ser un enlace, y en el otro de los grupos ((D-Lk")m -P)o Lk -Lk*, Lk® puede ser un residuo de
aspartato o glutamato. De forma similar, cuando un conjugado contiene multiples grupos (D- -Lk' ) -P unidos a un
grupo Lk?, para uno de los grupos P puede ser un enlace, y para otro de los grupos P puede ser - -P'-NH-.

En su realizacion mas sencilla, la invencion se refiere a conjugados que contienen un Unico resto de auristatina (n =
m =g = p = 1). Los conjugados pueden contener hasta 10 restos de auristatina, por ejemplo, hasta 8 restos de
auristatina. Por ejemplo, pueden tener hasta 4, por ejemplo 1, 2, 3 o 4, restos de auristatina. Cuando estan
presentes dos grupos D, estos pueden estar, por ejemplo, en conjugados de las féormulas:
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D—LKEO .
a

@)

© NH

NH
D—Lk{O” >, O /C/Ab

X (Ta),

H
N. _O
D—LkHO” >, \i

OVNH
NH
D—LK4O” >, O)\©\ //:/Ab
X

en las que Lk’ comprende preferiblemente un grupo de férmula (Va) como se ha descrito anteriormente.

(Ib),

5 Como alternativa, cuando estan presentes dos grupos D, por ejemplo, estos pueden estar en conjugados de las

formulas:
H
D—LK2N
o) e o
D—Lk2N 5 J\/Qo
\H/\N \/\):INH
H
o)
NeWs,
X (Io),
(o]

H
D—LKEN\/I/\O

O
D—Lk™R )J\/Qo\/g\
\ﬂ/\H S NH
O
° Py

X d),

10 en las que Lk' comprende preferiblemente un grupo de férmula (V) como se ha descrito anteriormente.
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Las férmulas anteriores muestran la union de X a través de uno de los enlaces disulfuro presentes en Ab. Los
anticuerpos pueden contener hasta 4 enlaces disulfuro de cadena intermedia, y si cada uno de estos enlaces esta
puenteado por un reactivo que lleva una unica molécula de auristatina, el conjugado resultante tendra una relacion
farmaco:anticuerpo (DAR) de 4. Si un reactivo que lleva dos moléculas de auristatina se utiliza para puentear los 4
enlaces disulfuro, por ejemplo, un reactivo que lleva dos cadenas PE o PEG o que tiene una cadena ramificada de
PE o PEG, o que tiene un enlazador ramificado Lk1, entonces la DAR sera 8. Los conjugados que tienen tales DAR
altas pueden tener ventajas clinicas significativas. Los conjugados de las formulas anteriores la-le, pero en las que
Ab lleva 2, 3 o, especialmente, 4 copias del grupo ~X-, forman una realizacion preferida de la invencion.

Por conveniencia, la expresion "proteina de unién" se usa a lo largo de esta memoria descriptiva para incluir tanto
proteinas de unién como péptidos, y excepto cuando el contexto requiera especificamente otra cosa, debe
entenderse que incluye péptidos asi como proteinas. Las proteinas de unién que pueden usarse en los conjugados
de la invencion incluyen cualquier proteina, polipéptido o péptido que pueda servir como un agente de unidn para un
compafiero de unién en una diana. La diana puede ser, por ejemplo, un microorganismo, un virus o una célula, por
ejemplo, un cancer o una célula inmune. Por lo tanto, la proteina de unién actua para dirigir la auristatina a la diana
particular. Los ejemplos de dichas proteinas de unién incluyen anticuerpos de longitud completa, fragmentos de
anticuerpo, inmunoglobulina (Ig) y estructuras de proteinas no Ig obtenidas mediante técnicas de ingenieria de
proteinas racionales o combinatorias y lectinas. Las proteinas de unién mas comunes utilizadas en los conjugados
proteina-farmaco son anticuerpos, y cualquier referencia a una proteina de unién o al grupo Ab, debe entenderse
que incluye una referencia especifica a un anticuerpo, excepto cuando el contexto requiera especificamente otra
cosa.

A lo largo de esta memoria descriptiva, el término "anticuerpo” debe entenderse que significa una molécula de
inmunoglobulina que reconoce y se une especificamente a un antigeno diana, tal como una proteina, polipéptido,
péptido, carbohidrato, polinucleétido, lipido o combinaciéon de los mismos a través de al menos un sitio de
reconocimiento de antigeno dentro de la region variable de la molécula de inmunoglobulina. El término "anticuerpo”
incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos multiespecificos tales como anticuerpos
biespecificos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, proteinas de fusién que
comprenden una porcion de determinacion de antigeno de un anticuerpo, y cualquier otra molécula de
inmunoglobulina modificada que comprende un sitio de reconocimiento de antigeno siempre y cuando los
anticuerpos exhiban la actividad biolégica deseada. Un anticuerpo puede ser cualquiera de las cinco clases
principales de inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, o subclases (isotipos) de las mismas (por ejemplo, IgG1,
1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2), en base a la identidad de sus dominios constantes de cadena pesada denominados
alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las diferentes clases de inmunoglobulinas tienen estructuras de
subunidades diferentes y bien conocidas y configuraciones tridimensionales. El uso de IgG1 o IgG4 es
particularmente preferido.

Ademas, excepto cuando el contexto requiere otra cosa, el término "anticuerpo" debe entenderse que incluye
anticuerpos de longitud completa y fragmentos de anticuerpo que comprenden una region de unién al antigeno del
anticuerpo de longitud completa. Los fragmentos de anticuerpo pueden ser, por ejemplo, Fab, Fab', F(ab')2, scFv, Fv,
diacuerpos, minicuerpos o anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos, por ejemplo,
minicuerpos compuestos de diferentes permutaciones de fragmentos scFv o diacuerpos, y opcionalmente
fragmentos Fc o dominios Cy, tales como proteinas de fusion scFv-Fc, scFv-Fc-scFv, Fab-scFv, (Fab'ScFv),,
scDiacuerpos, scDiacuerpo-Fc, scDiacuerpo-Cy3, scFv- Cy3, scFv-Cp2-Ch3, etc. Un fragmento de anticuerpo puede
producirse mediante técnicas de escisidon enzimatica, sintéticas o recombinantes.

Una proteina de unién puede servir como agente de unidn para un receptor, antigeno u otro resto en la superficie de
una diana, por ejemplo, una célula o virus asociado a una enfermedad proliferativa, autoinmune o infecciosa. Por
ejemplo, la proteina de unién puede ser un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de superficie
celular en una célula cancerosa. Se conocen métodos de identificacion y validacion de antigenos de superficie
celular para el direccionamiento de anticuerpos de células cancerosas, por ejemplo, en Carter P, et al., Endocr.
Relat. Cancer. 2004 Dec; 11(4): 659-87, y se encuentran actualmente en desarrollo clinico varios conjugados
anticuerpo-farmaco para tratar el cancer. Los ejemplos de anticuerpos disponibles para el tratamiento del cancer, y
marcadores tumorales de canceres especificos, se conocen bien también en la técnica y pueden usarse. Como
alternativa, la diana puede ser una célula inmune, por ejemplo, una célula que es responsable de producir
anticuerpos autoinmunes, o un linfocito activado que esta asociado a una enfermedad autoinmune. En otras
realizaciones, la diana puede ser un microorganismo o virus asociado a una infeccién o enfermedad microbiana o
virica.

Los conjugados de la presente invencion pueden prepararse reduciendo uno o mas enlaces disulfuro en una
proteina de unién y, posteriormente, por reaccion con un reactivo de conjugacion de la férmula general:

((Dg-LK")m-P)p-LK2-LK*(VII1)

enlaqueD, Lk', P, LK? y m, py q tienen los significados dados para la formula general I, y Lk representa un grupo
de férmula:
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-CO-Ph-X2-Y2(IX)

en la que Ph tiene el significado dado anteriormente, X® representa un grupo CO, e Y? representa un grupo:

L A—L

/ /

—CH,—CH —CH

\ \

L —CH=CH—L B—L
X, (XD, (XD
o
A—L
—CH
——H
. (XTI

en la que A y B tienen los significados dados anteriormente, cada L representa independientemente un grupo
saliente, y x representa un numero entero de 1 a 4.

Los grupos de las formulas X, XI, XlI y Xlll anteriores son equivalentes quimicos entre si, con grupos de formula X'y
Xl que conducen a un unico puente de carbono a través de un enlace disulfuro del anticuerpo, y grupos de formula
Xll'y XIll que conducen a puentes de carbono mas largos, mostrados a continuacion para el caso en el que n = 1:

/ N\
—CH,—CH Ab
(XIV)
(o]
A—S
/
——CH Ab
\B S
o (XV)

Cuando se hace reaccionar un reactivo de conjugacion que contiene un grupo X o Xll con un anticuerpo, la etapa
inmediato en la via de reaccion es la pérdida de un grupo saliente L que conduce a un reactivo de conjugacion que
contiene un grupo Xl o XllI, respectivamente. Por lo tanto, los reactivos de conjugacion de formula Xl o Xl se
preparan in situ o se usan ab initio. Una caracteristica clave del uso de reactivos de conjugacion que contienen
cualquiera de los grupos X, XI, XlI o XlIl, es que un grupo saliente a-metileno y un doble enlace estan conjugados de
forma cruzada con una funcion aceptora de electrones que actia como un resto activador de Michael. Si el grupo
saliente es propenso a la eliminacién en el reactivo multifuncional cruzado en lugar del desplazamiento directo y el
grupo aceptor de electrones es un resto de activacién adecuado para la reaccién de Michael, entonces puede
producirse la bis-alquilacién intramolecular secuencial mediante reacciones consecutivas de Michael y retro Michael.
El resto de salida sirve para enmascarar un doble enlace conjugado latente que no esta expuesto hasta después de
que se haya producido la primera alquilacién y la bis-alquilacion resulta de reacciones secuenciales e interactivas de
Michael y retro-Michael. El grupo aceptor de electrones y el grupo saliente se seleccionan éptimamente por lo que la
bis-alquilacion pueda producirse mediante reacciones secuenciales de Michael y retro-Michael. También es posible
preparar agentes alquilantes funcionales cruzados con enlaces multiples adicionales conjugados con el doble enlace
o entre el grupo saliente y el grupo aceptor de electrones.

Un grupo saliente L puede representar, por ejemplo, -SR4, -SOZR4, -OSOZR4, -N+R43, -N+HR42, -N+H2R4, halégeno, o
-0, en los que R* tiene el significado dado anteriormente, y O representa un grupo arilo sustituido, especialmente
fenilo, que contlene aI menos un sustltuyente aceptor de electrones por eJempIo -CN, NOz, -COzR -COH -CH20H,
-COR -OR*, -OCOR*, -OCOzR -SR*, SOR -SOzR NHCOR NR COR -NHCO2R*, -NR*CO2R*, -NO, -NHOH,
-NR* OH, -C N- NHCOR, -C N-NR* COR -N* R3, -N*HR* 2, -N* H2R halégeno, especialmente cloro o,
especialmente, fldor, -C= CR* -C=CR% y -C CHR* en los que cada R* |ndepend|entemente tiene uno de los
S|gn|f|cados dados anteriormente. Un grupo saliente espeaalmente preferido L es -SR* 0 -SO;R?, especialmente -
SO,R*, donde R* representa un grupo fenilo o, especialmente, tosilo. Por lo tanto, un grupo particularmente preferido
Y® es:
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s

—cCH

O

(XTla)

Los ejemplos de reactivos de conjugacion preferidos incluyen:

D—LH—(—O\/\)\NH
a

O

OY\NH

NH
D—LkH0” N, ©
a

a
X=Y" (VIlIa),

NH
D—LK40” ), ©
X&v?

en los que Lk’ comprende preferiblemente un grupo de formula (Va) como se ha descrito anteriormente, y en los que
Y# es preferiblemente un grupo de formula (XIl), especialmente en la que A y B son cada uno -CHa-.

(VIIIb),

Los ejemplos preferidos adicionales de agentes de conjugacion incluyen:
H
D—LK=-N

O™~ o
D—LKk2R. J\/go
\H/\N \/\)QNH
H
O
O

a_
XY Ve,

18



10

15

20

ES 2623209 T3

0
D—Lk=N )uo\/g\
\HAH R NH
O
0

a_
X=Y2 v,

en los que LK’ comprende preferiblemente un grupo de formula (V) como se ha descrito anteriormente, y en los que
Y? es preferiblemente un grupo de formula (XIl), especialmente en los que A y B son cada uno -CHa-.

Aun los ejemplos preferidos adicionales de reactivos de conjugacion incluyen:

lw)
_
o=0
|
O :
Iz
I
(]
T
O=0
z
(e}

(o]

o o] o]
o) | Q )k/\ N—lcI xE—v*
| | ” ” P1/ H
@]

Ilz
O
Iz

NH

NH,

enlos que b es 1, 2 0 3, Y? es preferiblemente un grupo de férmula (XII), especialmente en los que A y B son cada
uno -CHo-. P' es preferiblemente PEG, especialmente uno de los mencionados anteriormente, y preferiblemente uno
que tiene de 15 a 35 unidades de repeticién -O-CH,-CHa-.

El producto inmediato del proceso de conjugacion usando uno de los reactivos descritos anteriormente es un
conjugado auristatina-anticuerpo en el que X representa un grupo ceto CO. Sin embargo, el proceso de la invencioén
es reversible en las condiciones adecuadas. Esto puede ser deseable para algunas aplicaciones, por ejemplo,
cuando se requiere una separacion rapida de la auristatina del anticuerpo, pero para otras aplicaciones, puede ser
indeseable una separacion rapida. Por lo tanto, puede ser deseable estabilizar los conjugados mediante la reduccion
del grupo CO X para dar un grupo CH.OH X. Por consiguiente, el proceso descrito anterlormente puede comprender
una etapa opcional adicional de reduccién del grupo formado inicialmente CO en Lk® para dar un conjugado que
tiene un grupo CH.OH X en Lk>. Es particularmente preferido el uso de un borohidruro, por ejemplo, borohidruro
sodico, cianoborohidruro sédico, borohidruro potasico o triacetoxiborohidruro sédico, como agente reductor. Otros
agentes reductores que se pueden usar incluyen, por ejemplo, cloruro de estafio (ll), alcoxidos tales como alcéxido
de aluminio e hidruro de litio y aluminio.

Las condiciones de reacciéon adecuadas para el proceso descrito anteriormente se dan en los documentos WO
2005/007197 y WO 2010/100430.
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El proceso puede realizarse, por ejemplo, en un disolvente o mezcla de disolventes en la que todos los reactivos son
solubles. Se puede permitir que el anticuerpo reaccione directamente con el reactivo de conjugacion en un medio de
reaccion acuoso. Este medio de reaccion también se puede tamponar, dependiendo de los requerimientos de pH del
nucledfilo. El pH 6ptimo para la reaccion sera generalmente de al menos 4,5, tipicamente entre aproximadamente
5,0 y aproximadamente 8,5, preferiblemente aproximadamente 6,0 a 8,2. Las condiciones de reaccion optimas
dependeran, por supuesto, de los reactivos especificos empleados.

Las temperaturas de reaccion entre 3-37 °C son generalmente adecuadas. Las reacciones realizadas en medios
organicos (por ejemplo, THF, acetato de etilo, acetona) se llevan a cabo tipicamente a temperaturas hasta la
temperatura ambiente.

La proteina de union puede conjugarse eficazmente con el reactivo deseado usando un equivalente estequiométrico
0 un exceso de reactivo. El exceso de reactivo y el producto se pueden separar faciimente durante la purificacion de
rutina, por ejemplo, mediante métodos de cromatografia estandar, por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico
o cromatografia de exclusiéon de tamafio, diafiltracion o, cuando esta presente una etiqueta de polihistidina, por
separacion usando cromatografia de afinidad de metales, por ejemplo, en base a niquel o cinc. El direccionamiento
de enlaces disulfuro especificos en la proteina de union se puede llevar a cabo por métodos conocidos; por ejemplo,
mediante reduccion parcial de la proteina, véase, por ejemplo, Liu et al, Anal. Chem. 2010, 82, 5219-5226.

Los reactivos de conjugacion de las férmulas generales VIl anteriores se pueden preparar haciendo reaccionar una
auristatina con un compuesto de formula general:

((LK"™®)m-P)p-Lk*-Lk®

enla quem, P, L, p, Lk? y Lk* tienen los significados dados para la férmula general VIl y Lk™ es un grupo de
formula Lk' modificado para incluir un grupo reactivo con un grupo presente en una auristatina. Tipicamente, Lk™
sera reactivo con el atomo de nitrégeno terminal de una monometil auristatina. Se conocen bien por el experto
grupos tipicos y reacciones adecuadas.

Los reactivos de conjugacion de las formulas generales VIII son novedosos, y por lo tanto, la invencion proporciona
estos reactivos per se. En estos reactivos novedosos, los significados preferidos para Lk1, P, Lk2, m, p y g son como
se han dado anteriormente para la formula general |. La invencion proporciona ademas una composicion
farmacéutica que comprende un conjugado auristatina-proteina de acuerdo con la invencion, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, opcionalmente junto con un agente terapéutico adicional; tal conjugado para su uso
en terapia, especificamente, para su uso como un medicamento para el tratamiento de una enfermedad proliferativa,
autoinmune o infecciosa, por ejemplo cancer; y encuentra utilidad en un método de tratamiento de un paciente que
comprende administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de tal conjugado o composicion farmacéutica a un
paciente. Las condiciones particulares para las que la presente invencién encuentra utilidad incluyen, por ejemplo,
leucemia, incluyendo linfoma no Hodgkin, leucemia mielégena aguda, mieloma multiple, leucemias linfociticas y
leucemia mielégena croénica; cancer gastrico; cancer de mama; cancer de ovarios; cancer de higado; cancer
intestinal; cancer de colon; cancer renal, por ejemplo carcinoma de células renales; cancer de pulmén, por ejemplo,
cancer de pulmon de células pequefas; melanoma; cancer de vejiga; y sarcomas.

Como se ha mencionado anteriormente, una realizacion preferida de la invencion se refiere a conjugados
especificos que contienen mas de una molécula de auristatina. Ciertos conjugados de farmaco que tienen una
estructura de ramificacion particular y que contienen una amplia gama de farmacos no incluidos dentro del alcance
de la invencion son novedosos. Dichos conjugados tienen la férmula general:

(((D'g-Lk " )m-P)p-Lk*-Lk>)0-Ab(I')
en la que D' representa un resto de farmaco;
q' representa un numero entero de 2 a 10;
Lk" representa un enlazador;
m representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo valente z -P'-NH- donde z es de 2 a 11 y P'es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH2-CHaz- 0 una unidad de etilenglicol -O-CH,-CHy-;

p representa un numero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador valente y donde y es de 2 a 11 y que consiste en 1 a 9 residuos de
aspartato y/o glutamato;

Lk® representa un enlazador de la férmula general:

-CO-Ph-X-Y~(Il)
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en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; X representa un grupo CO o un grupo CH.OH; e Y
representa un grupo de féormula:

—CH,~CH
(1)
A—
/
—CH
\B_
Iv)

en los que cada uno de A y B representa un grupo alquileno o alquenileno C1.4;

Ab representa una proteina o péptido de uniéon capaz de unirse a un compafiero de uniéon en una diana, estando
dicha proteina de unién unida a Lk® a través de dos atomos de azufre derivados de un enlace disulfuro en la proteina
o péptido de union; y

n representa un nimero entero de 1 a s donde s es el numero de enlaces disulfuro presentes en la proteina o
péptido de union antes de la conjugacion en Lk>;

estando los significados de m, n, p, q', y y z escogidos de tal forma que el conjugado contiene de 1 a 10 grupos D'.

Los conjugados de la presente invencion demuestran varias ventajas importantes, cuya existencia no se ha
predicho. En comparacion con los conjugados farmaco-anticuerpo equivalentes preparados usando reactivos de
maleimida, como se usa actualmente en los conjugados disponibles en el mercado, demuestran un aumento
significativo de la estabilidad. Ademas, su método de sintesis conduce a un producto con una mejor homogeneidad
con respecto a la relacion farmaco-anticuerpo, en comparacion con el uso de maleimida. La homogeneidad es
ventajosa para las sustancias farmacolodgicas para la regularidad de produccion de la sustancia farmacolégica. Un
proceso que genera un mayor rendimiento de una especie DAR individual serda mas barato a través de una mayor
eficiencia. Un producto farmacolégico de una unica especie DAR producida por purificacion de esa especie DAR de
una mezcla heterogénea sera prohibitivamente cara de producir en grandes cantidades.

Ademas, una unica especie DAR demostrara una farmacocinética, seguridad, toxicidad y tolerabilidad mas
predecible, dado que toda la sustancia farmacoldgica debe metalizarse de una manera similar, dando los mismos
productos, al contrario que una sustancia DAR mixta que puede metabolizarse de forma diferente o a diferentes
velocidades, dando productos descompuestos mas heterogéneos.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1: Sintesis de reactivo valina-citrulina-paraaminobencil-monometil auristatina E (val-cit-PAB-MMAE)
1 que posee 24 unidades PEG de repeticion con funcionalidad bis-sulfona terminal.

0’ 0 OH
H H H
. OAEN%&MN
o Al 0o o _o o
1

o N es:
\/\{o/\,}O N N\:/C,N
2 H 5 J/= H

HN

o} Ts HaN™ ™0
Ts

Etapa 1: Conjugacion de N-hidroxi succinimidil éster del acido 4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metilJacetillbenzoico (bis-
sulfona) en HoN-dPEG(24)-CO-OtBu.

o)
Ts H (0]
m(N\/‘I:O/\}O\)LOk
o 24
2P
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Una solucion en tolueno (3 ml) de HaN-dPEG(24)-CO-OtBu (1,057 g, Iris Biotech) se evaporé a sequedad y el
residuo de disolvié de nuevo en diclorometano (25 ml). En agitacion, se afiadié N-hidroxi succinimidil éster del acido
4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metilJacetillbenzoico (1,0 g; Nature Protocols, 2006, 1(54), 2241-2252) y la solucion
resultante se agité adicionalmente durante 72 h a temperatura ambiente en una atmésfera de argoén. Los volatiles se
retiraron al vacio y el residuo sélido se disolvié en acetona caliente (30 ml) y se filtr6 a través de lana de algodon no
absorbente. El filtrado se enfrié a -80 °C para precipitar un sélido que se aislé por centrifugacion a -9 °C, durante
30 min a 4000 rpm. El sobrenadante se retiré y el proceso de precipitacion/aislamiento se repiti6 2 veces mas.
Finalmente, el sobrenadante se retird y el solido resultante se seco al vacio para dar el acido protegido con bis-
sulfona 2P en forma de un sdlido |ncoloro amorfo (976 mg, 68 %). 'H RMN 8y (400 MHz CDCl3)1,45 (9H, s, O'Bu),
2,40-2,45 (8H m, Ts-Me y CH, COO'Bu), 3,40-3,46 (2H, m, CH,-Ts), 3,52-3,66 (m, PEG y CH>Ts), 4,27 (1H, c, J
6,3, CH-COAr), 7,30 (4H, d, J 8,3, Ts), 7,58 (2H, d, J 8,6, Ar), 7,63 (4H, d, J 8,3, Ts), 7,75 (2H, d, J 8,6, Ar).

Etapa 2: Eliminacion del grupo de proteccion terc-butilo:

o)
Ts o]
H
N O\)’L
Ts \/{o/\/} OH
o 24
2

A una solucién agitada del producto de la etapa 1 (976 mg) en diclorometano (4 ml) se afiadié le acido
trifluoroacético (4 ml) y la solucién resultante se agité durante 2 h mas. Después, los volatiles se eliminaron al vacio
y el residuo se disolvié en acetona caliente (30 ml). El producto se aislé por precipitacion en acetona como se
describe en la etapa 1 para proporcionar el producto 2 en forma de un polvo de color blanco (816 mg, 85 %). 'H
RMN éu (400 MHz CDCls) 2,42 (6H, s, Ts-Me), 2,52 (2H t, J 6,1, CH>-COOQOH), 3,42 (4H, dd, J 6,3 & 14,5, CH.-Ts),
3,50-3,64 (m, PEG), 3,68-3,73 (4H, m, PEG), 4,23-4,31 (1H, m, CH-COAr), 7,29 (2H, d, J 8,1, Ar), 7,55-7,65 (6H, m,
Arand Ts), 7,77 (2H, d, J 8,2, Ar)

Etapa 3: Conjugacion de HaN-val-cit-PAB-MMAE en bis-sulfona PEGilada terminada en acido 2

Se afiadio N-metil morfolina (7,5 mg) a una solucién agitada de bis-sulfona-PEG-COOH (45 mg) y HATU (13 mg) en
diclorometano-dimetilformamida (85:15 v/v, 6 ml). Después de agitar durante 30 min a temperatura ambiente, se
afnadié HaN-val-cit-PAB-MMAE (38 mg, Concortis, preparado como en el documento WO 2005/081711) y la mezcla
se agitd adicionalmente durante 24 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con diclorometano y
se lavé con HCI 1 M, NaHCO3 acuoso al 10 % p/v y salmuera y después se secé con MgSOs. El material en bruto se
purificé adicionalmente por cromatografia en columna eluyendo con diclorometano-metanol (90:10 v/v), el disolvente
se retir6 al vacio y el producto de bis-sulfona-PEG(24)-MMAE 1 se aisl6 en forma de un sélido incoloro transparente
(31 mg, 41 %) m/z M+Na 2758,5; sefiales de diagnostico para 1H RMN d4 (400 MHz CDCIs) 0,60-0,99 (m, cadenas
laterales alifaticas), 2,43 (s, Me-Ts), 3,36-3,66 (m, PEG), 7,15-7,28 (m, Ar), 7,31 (d, J 8,3, Ar), 7,54-7,62 (m, Ar), 7,79
(d, J 8,3, Ar).

Ejemplo 2: Sintesis de reactivo de monometil auristatina E (MMAE) 3 que posee un PEG de 5 kDa con

funcionalidad bis-sulfona terminal
@A JLIT JLY\;WOYLW ])\©

A L L
e

HN

O,

Ts HzN™ ~0
Ts

Etapa 1: Conjugacion de N-hidroxi succinimidil éster del acido 4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metilJacetillbenzoico (bis-
sulfona) en HCI.H;N-PEG-COOH 4 5 kDa

0]

TR

Se afiadié N-metil morfolina (0,004 ml) a una solucién agitada de HCI.H.N-PEG-COOH 5 kDa (100 mg, Iris Biotech)

5 KDa
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y N-hidroxi succinimidil éster del acido 4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metil]lacetil]benzoico (49 mg) en diclorometano (5 ml)
y se agité a temperatura ambiente en una atmdsfera de argoén durante 48 h. Los volatiles se retiraron al vacio y el
residuo sdlido se disolvié en acetona caliente (7 ml) y se filtré a través de lana de algoddn no absorbente. El filtrado
se enfrid a -80 °C para precipitar un solido que se aislé por centrifugacion a -9 °C, durante 30 min a 4000 rpm. El
sobrenadante se retird y el proceso de precipitacion/aislamiento se repitié 2 veces mas. Finalmente, el sobrenadante
se retird y el solido resultante se seco al vacio para dar el reactivo de PEG 5 kDa 4 en forma de un polvo de color
blanco (90 mg, 80 %) 'H RMN 8y (400 MHz CDCl3) 2,36 (2H, t, J 7,0, CHz-COOH) 2,42 (6H, s, Ts-Me), 3,40-3,75
(m, PEG y CH>Ts), 4,24-4,28 (1H, m, CH-COAr), 7,30 (4H, d, J 8,2, Ts), 7,57 (2H, d, J 8,3, Ar), 7,62 (4H, d, J 8,2,
Ts), 7,77 (2H, d, J 8,3, Ar)

Etapa 2: Conjugacion de HzN-val-cit-PAB-MMAE en bis-sulfona PEGilada de 5 kDa terminada en acido de la Etapa
1.

Se afiadio HATU (5 mg) a una suspension agitada de Na;COs3 (3 mg), HoN-val-cit-PAB-MMAE (11 mg) y el producto
de la Etapa 1 (35 mg) en una mezcla anhidra de diclorometano y DMF (1 ml) y se agité durante 2 dias en una
atmodsfera de argdn. El diclorometano se retird al vacio y la mezcla de reaccion se purificd por precipitacion en
acetona fria (3 x 5 ml) de manera andloga al método descrito en Etapa 1. El sdélido se secé al vacio para
propormonar bis-sulfona-PEG (5 kDa)-MMAE 3 en forma de un sélido incoloro amorfo (42 mg, 95 %). Sefales de
diagndstico '"H RMN 8 (400 MHz CDCl3)0,65-0,99 (m, cadenas laterales alifaticas), 3,48-3,71 (m, PEG), 7,15-7,34
(m, Ar), 7,62-7,69 (m, Ar) 7,72 (d, J 8,3, Ar), 7,81 (d, J 8,3, Ar).

Ejemplo 3: Sintesis del reactivo de monometil auristatina E (MMAE) 5 directamente unido a una
funcionalidad bis-sulfona terminal

™~ fﬁf 5

Etapa 1: Conjugacion de N-hidroxi succinimidil éster del acido 4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metilJacetillbenzoico (bis-
sulfona) en NH-val-cit-PAB-MMAE.

Se afadieron N-hidroxi succinimidil éster del acido 4-[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metil]acetillbenzoico (35 mg) a una
suspension agitada de carbonato soédico (3 mg) y NHz-val-cit-PAB-MMAE (35 mg) en una mezcla anhidra de DCM-
DMF (3:1, 1 ml) y se agité durante 24 horas en una atmdsfera de argon. El producto se purificd por cromatografia en
columna eluyendo con diclorometano-metanol (95:5, v/v) para dar la bls-sulfona MMAE 5 en forma de un solido
incoloro amorfo (22 mg, 33 %) m/z M+Na 1629,5; Sefiales de diagnostico 'H RMN 8 (400 MHz CDCl3) 0,56-0,97 (m,
cadenas laterales alifaticas) 2,36 (s, Me-Ts), 7,10-7,32 (m, Ar), 7,48-7,64 (m, Ar), 7,68 (d, J 8,22, Ar), 7,74-7,90 (m,
Ar).

Ejemplo 4: Preparacion de conjugados anticuerpo-farmaco de variantes

Se crearon dos variantes de anticuerpo, cada con un unico enlace disulfuro de cadena pesada intermedia, por
mutagénesis dirigida a sitio basada en PCR de la secuencia de anticuerpo parental para demostrar que los
conjugados de anticuerpo puede producirse a altos niveles de homogeneidad, y con una baja DAR promedio. Estas
variantes de anticuerpo y el anticuerpo parental se hicieron reaccionar con un reactivo de conjugacion (Bis-sulfona-
PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1) preparado de acuerdo con Ejemplo 1, que forma un puente entre dos residuos de
cisteina derivados de un enlace disulfuro.

Preparacién del anticuerpo parental y variantes de anticuerpos (IgGC226S e 1gGC229S).

La construccion de la secuencia de ADN del anticuerpo parental, que cosifica una variante de anticuerpo monoclonal
del receptor anti-Her2 humanizado (trastuzumab) generado en base a la estructura IgG1(kx) humana, se ha descrito
previamente en Carter P. et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 89, 4285-4289 (1992), donde el anticuerpo se denomina
como humAb4D5-8. Para los propdsitos de los presentes experimentos, los aminoacidos en las posiciones 359 y
361 de la secuencia aminoacidica de cadena pesada se reemplazaron con Asp y Leu, respectivamente (E359D y
M361 ). Las secuencias aminoacidicas de cadena ligera y pesada del anticuerpo parental usadas en los presentes
experimentos también se muestran en el presente documento por las SEQ ID NOs: 1y 2, respectivamente. Dos de
las cisteinas en la regidn bisagra del anticuerpo parental (secuencia de region bisagra: PKSCDKTHTCPPCP) forman
enlaces disulfuro de cadena intermedia entre las dos cadenas pesadas del anticuerpo. Estos residuos de cisteina
corresponden a las posiciones 226 y 229 de IgG1 de acuerdo con el sistema de numeracion de indice de la UE, y
son los residuos 229 y 232 de la SEQ ID NO: 2.

Las dos variantes de anticuerpo disefiadas (IgGC226S y IgGC229S) se crearon por mutagénesis dirigida a sitio
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basada en PCR de la secuencia de cadena pesada de anticuerpo parental para sustituir uno de los residuos de
cisteina de cadena pesada intermedia en la region bisagra con el aminoacido Ser. La metodologia de PCR utilizada
fue la extension de superposicion de cebadores, como se describe por Ho et al. Gene, 77 (1989) 51-59, para
generar una modificacién en la secuencia de region bisagra. Los oligonucleétidos de cebador de PCR se disefiaron
para incorporar cambios nucleotidicos en la secuencia codificante del anticuerpo objeto. En la variante Cys226Ser,
el cambio de codon fue de TGC (Cys) a AGC (Ser). En la variante Cys229Ser, el cambio de codén fue de TGC (Cys)
a AGT (Ser). La nueva secuencia se clono de nuevo en el vector de expresion de cadena pesada, incluyendo otras
porciones de la cadena pesada. La construccion final (después de la mutagénesis) se verific6 mediante
secuenciacion completa del inserto.

La construccion de cadena pesada recién generada se cotransfecté con la construccion de cadena ligera
correspondiente en células HEK293 usando polietilenimina (PEI), expresada en un cultivo transitorio de 6 dias, y se
purificd mediante una combinacion de Proteina A y Cromatografia de Exclusion de Tamafio, basada en el protocolo
de "Transient Expression in HEK293-EBNA1 Cells", Capitulo 12, en Expression Systems (eds. Dyson y Durocher).
Scion Publishing Ltd., Oxfordshire, Reino Unido, 2007.

Conjugacion de Bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 en el anticuerpo parental y las variantes de anticuerpo.

La conjugacion de las variantes de anticuerpo con 1, 1,5 o 2 equivalentes del reactivo de conjugacion polimérica Bis-
sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 por enlace disulfuro de cadena intermedia se realiz6 después de la reduccion
del anticuerpo. Las reacciones de reduccion se realizaron a una concentracion de anticuerpo de 4,7 mg/ml usando
DTT 10 mM durante 1 h, a 22 °C o 40 °C. Se realiz6 intercambio de tampdn para cada variante de anticuerpo para
retirar el exceso de reductante. El reactivo de conjugacion polimérica se prepar6 en acetonitrilo ac. al 50 % a pH 8
inmediatamente antes de la conjugacion. Las concentraciones de anticuerpo durante la conjugacion fueron 3 mg/ml
y las reacciones se realizaron durante una noche (16 h), a 40 °C o 22 °C. Las condiciones de reaccion para las
reacciones de conjugacion se resumen en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1: Condiciones de conjugacion.

Reaccion 1 | Reacciéon 2 | Reaccion 3 | Reaccion 4 Reaccion 5 Reaccion 6

mAb IgGC226S | 1gGC226S | 1gGC226S IgGC226S IgGC226S IgGC226S
Equiv. de reactivo 1 equiv. 1,5 equiv. 2 equiv. 1 equiv. 1,5 equiv. 2 equiv.
por S-S
Temp./°C 40 40 40 22 22 22
Reaccion 7 | Reaccién 8 | Reaccion 9 | Reaccion 10 | Reaccién 11 | Reaccion 12
mAb [gGC229S | 1gGC229S | 1gGC229S IgGC229S IgGC229S IgGC229S
Equiv. de reactivo 1 equiv. 1,5 equiv. 2 equiv. 1 equiv. 1,5 equiv. 2 equiv.
por S-S
Temp./°C 40 40 40 22 22 22

La variante "IgGC226S" tiene una sustitucion de Cys a Ser en la posicion 226 y, por lo tanto, un Unico enlace de
disulfuro de cadena pesada intermedia en la posicion 229. La variante "IgGC229S" tiene una sustitucion de Cys a
Ser en la posicion 229 y, por lo tanto, un tnico enlace disulfuro de cadena pesada intermedia en la posicion 226.

Después del intercambio de tampdn, cada reaccion se analizé por cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) para
determinar la estequiometria de la carga del farmaco usando el % de area de los picos a 280 nm, como se ha
descrito anteriormente. En la Tabla 2 se muestran la relacion de farmaco-anticuerpo (DAR) media y la distribucién de
las especies conjugadas de farmaco (DAR 1-3) de los conjugados anticuerpo-farmaco producidos.

Tabla 2: DAR media v distribucién de especies para los conjugados IgGC226S (reacciones 1 a 6) e IgGC229S
(reacciones 7 a 12)-f.

Reacciéon | DAR promedio | DAR 1-3 | Reaccion | DAR promedio | DAR 1-3

1 1,41 80 % 7 1,43 78 %

2 1,99 89 % 8 1,76 83 %
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3 2,42 87 % 9 2,65 76 %
4 1,33 79 % 10 1,26 76 %
5 1,96 90 % 11 2,11 88 %
6 2,40 89 % 12 2,50 83 %

Como se muestra por los datos en la Tabla 2, los anticuerpos pueden conjugarse eficazmente a altos niveles de
homogeneidad, y con una baja DAR promedio. Los conjugados anticuerpo-farmaco con una baja DAR promedio
tienen varias propiedades beneficiosas, incluyendo reduccién de la velocidad de depuraciéon, mayor indice
terapéutico y toxicidad reducida a diferencia de los conjugados con mayor DAR promedio.

Ejemplo 5: Analisis de la distribucion de DAR

En el Ejemplo 4, se obtuvo la menor DAR promedio para las variantes de disulfuro de bisagra individual al usar 1
equivalente del reactivo de conjugacion polimérica por enlace disulfuro de cadena intermedia, tanto a 40 °C
(reacciones 1y 7) como a 22 °C (reacciones 4 y 10). Para comparar estos resultados con los que pueden obtenerse
usando el anticuerpo parental, el anticuerpo parental se conjugd usando 1 equivalente del reactivo de conjugacion
polimérica por enlace disulfuro usando las condiciones expuestas en el Ejemplo 4.

La DAR promedio para el anticuerpo parental, IgGC226S e IgGC229S se muestra en la Tabla 3.
Tabla 3:

Temp. de conjugacion | mAb parental | IgGC226S | IgGC229S

40 °C 1,91 1,41 1,43

22°C 1,89 1,33 1,26

Como se muestra por los datos en la Tabla 3, la DAR promedio para el anticuerpo parental fue significativamente
mayor que para las variantes de disulfuro de bisagra individual IgGC226S e IgGC229S, a 40 °C 0 a 22 °C.

Las curvas de distribucion de las especies conjugadas anticuerpo-farmaco producidas por las reacciones de
conjugacion también se analizaron para determinar la distribucion de DAR. Ademas de la DAR media inferior, se
puede observar en la figura 1 (conjugacion a 40 °C) y la figura 2 (conjugacion a 22 °C) que el proceso produce
conjugados anticuerpo-farmaco (IgGC226S e IgGC229S) que tienen una heterogeneidad reducida y un rendimiento
mejorado que los producidos usando el anticuerpo parental. Los conjugados anticuerpo-farmaco que tienen una
homogeneidad mejorada requieren menos purificacion que mezclas de estequiometria variable, y muestran una
toxicidad reducida y/o una farmacocinética mejorada vy, por lo tanto, una eficacia mejorada debido a la ausencia de
especies de carga de farmaco alta.

Ejemplo 6: Comparacion de la estabilidad en suero artificial de conjugados anticuerpo-farmaco generados a
partir de bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE1 y de un reactivo a base de maleimida comparable.

Se prepararon cuatro conjugados trastuzumab-MMAE. Se prepararon dos conjugados a partir de bis-sulfona-
PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 (Ejemplo 1) para dar un conjugado DAR-2 y un conjugado DAR44 después de la
purificacion, usando el anticuerpo trastuzumab (Herceptin®). Los dos conjugados restantes se prepararon a partir de
un reactivo a base de maleimida comparable (mal-val-cit-PAB-MMAE, preparado de una manera similar a 1 a partir
de HzN-val-cit-PAB-MMAE) para dar los conjugados purificados DAR-2 y DAR-4.

Cada uno de los cuatro conjugados se prepar6 como 1 mg/ml de soluciones en solucidon salina tamponada con
fosfato, pH 7,4, que contenia albimina sérica humana a una concentracion de 20 mg/ml. Se afiadié azida sédica
(concentracion final 1 mM) y después las mezclas se dividieron en 4 alicuotas iguales. Una alicuota se congelo
inmediatamente a -80 °C. La alicuotas restantes se mantuvieron a 37 °C. Las alicuotas a 37 °C se retiraron después
de 24, 48 y 120 h y se transfirieron a un congelador a -80 °C. Después del punto temporal final, las mezclas se
analizaron por cromatografia de interaccion hidréfoba analitica usando una columna ProPac® 2,1 mm x 100 mm
HIC-10 (Fisher Scientific). El método consistia en un gradiente lineal de tampén A al 100 % (fosfato sédico 50 mM
pH 7,0, sulfato de amonio 1,5 M) con respecto a tampo6n B al 100 % (fosfato sédico 50 mM pH 7,0, isopropanol al 20
%) en 50 min. El caudal era de 1 ml/min y la temperatura se ajusté a 30 °C. La deteccion se realizé siguiendo una
absorcion UV a 248 y 280 nm. La relacion farmaco-anticuerpo media para cada muestra se determind y se
represento frente al tiempo de incubacion. Los resultados se muestran en la figura 3. En la figura 3, no se observa
ningun descenso significativo en la relacién farmaco-anticuerpo para los conjugados de DAR-2 y DAR-4 preparados
con el reactivo bis-sulfona 1, lo que significa que los conjugados son estables con respecto a la incubacién en suero
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artificial. Sin embargo, para los conjugados a base de malemida se observan descensos significativos en la
distribucién de DAR en el tiempo.

Ejemplo 7: Estabilidad en suero agotado en IgG

Se prepararon conjugados trastuzumab-MMAE a partir del reactivo bis-sulfona 1 o el reactivo de maleimida
comparable (Ejemplo 6), ambos conjugados se purificaron para dar cuatro moléculas de farmaco cargadas por
anticuerpo (DAR 4). Los conjugados se mezclaron con suero agotado en IgG (soluciones BBI, SF142-2) a una
concentracion final de 1 mg/ml de conjugado. Se afiadié azida sédica (concentracion final 1 mM) y después las
mezclas se dividieron en alicuotas. Dos alicuotas se congelaron inmediatamente a -80 °C. Las alicuotas restantes se
mantuvieron a 37 °C y después de 120 h, se transfirieron dos alicuotas a un congelador de -80 °C hasta el analisis.
Las alicuotas congeladas se analizaron por cromatografia de interaccion hidréfoba analitica usando el método
descrito en el Ejemplo 6 para una columna ProPac® 2,1 mm x 100 mm HIC-10 (Fisher Scientific).

Los cromatogramas HIC para los conjugados incubados en suero agotado en IgG se muestran en la figura 4. Tanto
para los conjugados bis-sulfona como maleimida, se observa una serie de picos mayores eluyendo entre 30 y
55 minutos. En el tiempo cero, el conjugado de bis-sulfona se observa como un pico eluyendo a 52,2 min (pico 1).
No hay cambios significativos en este pico después de 120 h lo que indica que el conjugado no se ha degradado
durante el estudio. Sin embargo, para el conjugado de DAR 4 de maleimida, que se observa como un pico eluyendo
a 49,1 min (pico 1) en el tiempo cero, el tamafo del pico disminuye significativamente después de 120 h, lo que
indica que el conjugado se ha degradado. Se observan nuevos picos en el cromatograma de 120 h para el
conjugado de maleimida a 44,8 min (pico 2), 40,9 min (pico 3) y 34,0 min (pico 4), que eluyen con los mismos
tiempos de retencion que los estandares de DAR-3, DAR22 y mAb libre, respectivamente, demostrando que el
conjugado de maleimida esta experimentando pérdida de farmaco con el tiempo.

Ejemplo 8: Conjugacion de bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 en un anticuerpo con alto rendimiento
de DAR 4

A una solucién de trastuzumab (0,768 ml a 5,2 mg/ml en fosfato sédico 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM)
se le afadié una solucién de TCEP 5 mM (0,032 ml) y la mezcla resultante se incub6 a 40 °C durante 1 h. El
anticuerpo tratado con TCEP se enfri6 a temperatura ambiente y se diluy6 a 4,44 mg/ml con fosfato sédico 20 mM,
pH 7,5 NaCl 150 mM y EDTA 20 mM. Después, se afadié una soluciéon de soluciéon de bis-sulfona-dPEG(24u)-val-
cit-PAB-MMAE (0,100 ml, 4,4 mg/ml) en MeCN al 50 % (v/v) y fosfato sédico 50 % (v/v) 20 mM, pH 7,5, NaCl
150 mM y EDTA 20 mM a la solucién de anticuerpo. La mezcla de reaccion de conjugacion resultante se mezcld y
se incubd a 22 °C durante 22 h. Después de 22 h, se afiadié una mezcla 50 mM de N-acetil-L-cisteina (0,064 ml,
3,0 mM) y la mezcla resultante se incubd durante 1 h mas a 22 °C. La muestra de reacciéon se analizé por HIC
analitica usando una columna TOSOH TSK-gel Butil-NPR 35 x 4,6 mm. El area para cada variante de DAR se
separo, se identificd por la relacién de la absorbancia UV maxima para el farmaco y el anticuerpo y el orden del pico
de elucién, se representé como un grafico de barras y el resultado se muestra en la figura 5. En la figura 5, el
producto principal (>73 %) es el conjugado DAR-4.

Ejemplo 9: Analisis in vitro de un conjugado trastuzumab-MMAE preparado a partir del reactivo bis-sulfona-
PEG(24u)-val-cit-PAB-MMAE 1

Se hizo un conjugado trastuzumab-MMAE segun el ejemplo 8 excepto para la escala que se aumento a 5 mg de
trastuzumab y no se incluyé la etapa de incubacion de N-acetil-L-cisteina. La mezcla de reaccion se purific por HIC
preparativa usando una columna de 1 ml rellenada con resina ToyoPearl Fenil 650S conectada a un sistema de
cebado AKTA y se equilibra con Tampon A: fosfato sédico 50 mM, NaCl 2,0 M, pH 7,0 y Tampon B: fosfato sédico al
80 % 50 mM, isopropanol al 20 %, pH 7,0. La mezcla de conjugacion se mezcld con un volumen igual de NaCl 4,0 M
en fosfato sédico 50 mM, pH 7,0 y se inyecté sobre la columna a 1 ml/min de tampén A. Después, la muestra de
DAR 4 se eluy6 usando un gradiente de tampdn B al 0-100 %. El gradiente se mantuvo cuando la especie DAR 4
comenzo a eluir y se mantuvo hasta que la traza UV volvié al valor inicial, momento en el que el gradiente continud.
Las fracciones de picos eluidos se recogieron, se seleccionaron y se analizaron por HIC analitica usando una
columna TOSOH TSK-gel Butil-NPR 35 x 4,6 mm. Las fracciones que contenian DAR 4 (a una pureza >90 %) se
combinaron, el tampén se intercambid usando una columna de desalacion HiPrep™ 26/10 en PBS pH 7,4 y se
concentré en concentradores VivaSpin 20 (membrana MWCO PES 10 kDa) a 4000 xg, a temperatura ambiente.
Después, la muestra de DAR 4 concentrada se filtré en condiciones estériles y se ultracongeld en un congelador a -
80 °C. La muestra final se cuantificé por ensayo Bradford y se analizé por SDS-PAGE no reductora y HIC analitica y
se uso para la evaluacion in vitro.

La eficacia in vitro de los conjugados de mAb-reactivo 1 se determinaron midiendo el efecto inhibidor sobre el
crecimiento celular de las lineas celulares de cancer que sobreexpresan el receptor HER-2.

La pérdida de la viabilidad de las células tumorales después del tratamiento con farmacos citotéxicos o ADC in vitro
puede medirse creciendo lineas celulares en presencia de concentraciones crecientes de farmacos o ADC y
cuantificando la pérdida de proliferacién o actividad metabdlica utilizando el reactivo de luminiscencia CellTiter Glo®
(Promega Corp. Technical Bulletin TB288; Lewis Phillips G.D, Cancer Res 2008; 68: 9280-9290). El protocolo
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describe la siembra de células, el tratamiento con farmacos y la determinacién de la viabilidad celular en referencia a
células no tratadas basadas en la sintesis de ATP, que esta directamente relacionada con el nimero de células
presentes en el pocillo.

Se ftripsinizaron células SK-BR-3 y BT-474 HER2-positivas con 3 ml de tripsina EDTA durante 5-15min. La
tripsinizacion se detuvo afiadiendo 10 ml de medio completo, y las células se transfirieron a un tubo Falcon de 50 ml.
Las células se contaron usando un hemocitdmetro Neubauer y se ajustaron a una densidad celular de 1 x 10°/ml
para BT-474 y 5 x 10%/ml para SK-BR-3, respectivamente. Las células se sembraron (100 pl/pocillo) en placas de 96
pocillos con paredes opacas revestidas con poli-D-lisina y se incubaron durante 24 h a 37 °C y CO; al 5%. Las
lineas de células tumorales SK-BR-3 (ATCC-HTB-30) y BT-474 (ATCC-HTB-20) se adquirieron en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo. Se cultivaron células SK-BR-3 en medio 5A de McCoy (Life Technologies®), suero fetal
bovino al 10 %, 100 u/ml de penicilina y 100 uyg/ml de estreptomicina. Se cultivaron las células BT-474 en medio
DMEM/F-12 (Life Technologies®), suero fetal bovino al 10 %, 100 u/ml de penicilina y 100 pyg/ml de estreptomicina.

Los métodos para cultivo celular se obtuvieron a partir de las hojas de informaciéon de productos para ATCC vy las
referencias citadas en la misma, por ejemplo, Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique de R. lan
Freshney 3?2 edicion, publicado por Alan R. Liss, N.Y. 1994, o 52 edicién publicado por Wiley-Liss, N.Y. 2005. Las
diluciones seriadas de ADC o farmaco libre (MMAE), se fabricaron por triplicado mediante adicién con pipeta a
través de una placa de 96 pocillos de las columnas 3-10 con diluciones de 2 veces usando el medio de cultivo
celular pertinente como diluyente. Las lineas celulares HER2-positivas, BT-474 y SK-BR-3 se trataron con
concentraciones de farmaco mostradas en la Tabla 4.

Después, las células se incubaron con el farmaco (volumen total 200 pl/pocillo), a 37 °C y CO; al 5 % durante 96 h
mas.

Tabla 4
Linea celular Conjugado farmaco/farmaco Intervalo de concentracion
SK-BR-3 MMAE 2,5-0,02 nM
SK-BR-3 Conjugado de anticuerpo-reactivo DAR 4 1 0,625 nM-5 pM
BT-474 MMAE 2,5-0,02 nM
BT-474 Conjugado anticuerpo-reactivo DAR 4 1 1,25 nM-0,01 nM

El ensayo de viabilidad celular se realizé usando el reactivo de luminiscencia Cell-Titer Glo®, como se describe por
las instrucciones del fabricante, (Promega Corp. Technical Bulletin TB288; Lewis Phillips G.D, Cancer Res 2008; 68:
9280-9290). Los tiempos de incubacion, por ejemplo, la lisis celular y la incubaciéon con reactivo luminiscente, se
prolongaron a 3 min y 20 min, respectivamente, para obtener una sefial luminescente 6ptima. La luminiscencia se
registré usando un lector de placas (por ejemplo, el lector de placas MD Spectramax M3), y los datos se analizaron
posteriormente usando un modelo de regresion no lineal de cuatro parametros.

Los resultados se muestran en la figura 6, que ilustra las respuestas de viabilidad celular al tratamiento con el
conjugado anticuerpo-reactivo 1 en las células SKBR-3 o BT-474. La viabilidad se expresa como el % de células no
tratadas. El % de viabilidad (eje Y) se representa frente al logaritmo de la concentracién farmacoldgica en nM (eje x)
para determinar los valores de Clso para todos los conjugados, asi como el farmaco libre. Los valores de CI50 se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5
Muestra Clso (nM) SK-BR-3 | Clso (nM) BT-474
MMAE 0,2 0,75
Conjugado anticuerpo-reactivo 1 DAR-4 0,035 0,12

Como se muestra en la figura 6 y la Tabla 5, el conjugado anticuerpo-reactivo 1 esta activo en las lineas celulares
positivas para HER2.

Ejemplo 10: Sintesis del reactivo bis-(valina-citrulina-paraaminobencil-monometil auristatina E) (val-cit-PAB-
MMAE). 6 que posee un mono PEG de 24 unidades de repeticion con funcionalidad bis-sulfona terminal.
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Etapa 1: Conjugacion de HaN-val-cit-PAB-MMAE en acido Fmoc-L-a-amino adipico.
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A una solucion agitada de sal HaoN-val-cit-PAB-MMAE.TFA (120 mg, Concortis), acido Fmoc-L-a-amino adipico (16,9
mg) y hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio (HATU) (34,2
mg) en dimetilformamida anhidra (1,5 ml) se le afiadié diisopropiletilamina (51 ml) a 0 °C y la mezcla de reaccién se
agitd durante 2 h y se dejo calentar a temperatura ambiente durante 16 h. Después, la mezcla de reaccion se
purificd directamente por cromatografia en columna C18 de fase inversa eluyendo con tampén A (v/v):
agua:acetonitrilo al 5 %:TFA al 0,1 % y tampdn B (v/v): TFA al 0,1 % en acetonitrilo (100:0 v/v a 0:100). El disolvente
organico se retir6 al vacio y el disolvente acuoso se retir6 por liofilizacion. El acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] Fmoc-L-
a-amino adipico 7 se aislé en forma de un sélido de color blanco (99,0 mg). m/z [M+H]" 2593.

Etapa 2: La desproteccion de acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] Fmoc-L-a-amino adipico 7
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Se disolvié acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] Fmoc-L-a-amino adipico 7 (15 mg) en dimetilformamida anhidra (1 ml) y se
afiadio piperidina (0,1 ml). Después de 16 h de agitacién a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se acidificd
mediante la adicion de acido acético (0,2 ml) y después se purificd directamente por cromatografia en columna C18
de fase inversa eluyendo con tampodn A (v/v): Agua:acetonitrilo al 5 %:TFA al 0,1 % y tampon B (v/v): TFA al 0,1 %
en acetonitrilo (100:0 v/v a 0:100), el disolvente organico se retird al vacio y el disolvente acuoso se retiré por
liofilizacion y después se aislé el acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] H.N-L-a-amino adipico 8 en forma de un sélido de
color blanco (7,0 mg). m/z [M+H]" 2374.

28



10

15

20

25

30

ES 2623209 T3

Etapa 3: Conjugacion de acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] L-a-amino adipico 8 en bis-sulfona PEGilada terminada en
acido 2

A una solucion agitada que contenia el acido-bis-[val-cit-PAB-MMAE] H2N-L-a-amino adipico 5¢ (7 mg) y el acido 4-
[2,2-bis[(p-tolilsulfonil)-metil]acetillbenzoico conocido (6 mg) en dimetiformamida anhidra (0,5 ml) se le afadié
hexafluorofosfato de 3-6xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio (HATU) (1,4 mg, 10 pl
de 14 mg en 100 pl de una solucion madre de DMF), y la solucion se agité durante 5 min a 0 °C. Después, se ahadio
N-metilmorfolina (NMM) (0,37 pl, (10 yl de una solucién madre de 37 pl en 963 pl de DMF), y la solucion se agito. A
intervalos de 1 h, se afadieron porciones adicionales de HATU (1,4 mg (10 pl de solucion madre)) y NMM (0,37 pl,
(10 pl de solucion madre)) hasta un total de 3 adiciones. Después, el material se purificé directamente por
cromatografia en columna C18 de fase inversa eluyendo con tampén A (v/v): agua:acetonitrilo al 5 %:TFA al 0,1 % y
tampon B (v/v): TFA al 0,1 % en acetonitrilo (100:0 v/v a 0:100), el disolvente organico se retir6 al vacio y el
disolvente acuoso se retird por liofilizacion y la bis-sulfona-PEG(24)-H2N-bis-[val-cit-PAB-MMAE] 6 se aislé en forma
de una pelicula incolora (3,3 mg, 31 %). m/z [M+H]*" 1992.

Ejemplo 11: Sintesis de reactivo de bis-(mono PEG-valina-citrulina-paraaminobencil-monometil auristatina E
de 24 unidades de repeticion) (PEG(24u)-val-cit-PAB-MMAE); 9 con funcionalidad bis-sulfona terminal.
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Etapa 1: Conjugacioén de acido aspartico en acido acetilbenzoico.
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A una solucién agitada de clorhidrato de B-t.-butil a-t.-butil éster del acido L-aspartico (3,43 g) y diclorometano
anhidro (30 ml) se le anadié 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (1,786 g). Después de 2 h, se afadieron 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (2,80 g) y acido 4-acetilbenzoico (2,00 g) y la reacciéon se agitd6 a
temperatura ambiente. Después de 28 h, la solucién se repartié con agua (100 ml) y la fase acuosa se extrajo con
diclorometano (2 x 10 ml). La fase organica combinada se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (100 ml), se seco
sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentré al vacio. El residuo soélido se purificé por cromatografia en
columna eluyendo con diclorometano-metanol (99,5:0,5 v/v), el disolvente se retir6 al vacio y el 2-[(4-
acetilbenzoil)amino]butanodioato de di-terc-butilo 10 se aisld en forma de un sdlido de color blanquecino (3,856 g, 81
%). "H RMN 8n (400 MHz CDCl3) 1,45 (9H, s, t-Bu), 1,48 (9H, s, t-Bu), 2,52 (3H, s, CHs-COAr), 2,80 (2H, dd,
CH,CO,tBu) 4,80 (1H, m, CH-CHy), 7,25 (1H, m, NH), 7,85 (2H, d, Ar), 8,00 (2H, d, Ar).

Etapa 2: Formacién de butanodioato de bis-tolilsulfanilo 11
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S
N
1 N
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A una suspension agitada de 2-[(4-acetilbenzoil)amino]butanodioato de di-terc-butilo 10 (1,00 g) en etanol absoluto
(20 ml) se le afiadio 4-metilbencenotiol (635 mg). A la mezcla de reaccion se le afiadié formaldehido (solucién ac. al
37 %) (0,3 ml) Nature Protocols, 2006, 1(54), 2241-2252) y después se calentd a reflujo. Después de 2 hy 8 h se
afadié una porcion mas de formaldehido (solucién ac. al 37 %, 0,3 ml). Después de 16 h mas, la mezcla de reaccion
se enfri6 a temperatura ambiente, se concentro al vacio, se diluyé en diclorometano (50 ml), se lavo con agua (3 x
25 ml), se secd sobre sulfato de magnesio, se filtr6 y se concentré al vacio. El material en bruto se purificé por
cromatografia en columna eluyendo con diclorometano-metanol (99,5:0,5 v/iv a 98:2 v/v), el disolvente se retir6 al
vacio y el 2-[[4-[3-(p-tolilsulfanil)-2- (p-toI|IsuIfan|ImetlI)propan0|I]ben20|I]amlno]butanodloato de di-terc-butilo 11 se
aislo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,594 g, 35 %). 'H RMN 8x (400 MHz CDCl3) 1,45 (9H, s, t-Bu)
1,48 (9H, s, t-Bu), 2,35 (6H, s, CHs-Ar), 2,85 (2H, dd, CH.CO2tBu), 3,15 (2H, dd, CH>SAr), 3,75 (1H, m, CHCH>S),
4,80 (1H, m, CH-CH), 7,10 (4H, d, SAr), 7,15 (4H, d, SAr), 7,25 (1H, m, NH), 7,55 (2H, d, Ar), 75 (2H, d, Ar).

Etapa 3: Eliminacion de los grupos de proteccion terc-butilo.
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A una solucion agitada de 2-[[4-[3-(p-tolilsulfanil)-2-(p-tolilsulfanilmetil)propanoillbenzoillamino]butanodioato de di-
terc-butilo 11 (527 mg) en diclorometano anhidro (2,5 ml) se le afiadié cuidadosamente acido trifluoroacético (2,5 ml)
a temperatura ambiente en una atmdsfera inerte. Después de 16,5 h, la reaccidon se concentré al vacio y el acido
trifluoroacético residual se retiré por destilacion azeotrépica con tolueno (2 x 3 ml). El producto en bruto se concentré
al vacio para dar acido 2-(4-(3-(p-toliltio)-2- ((p-tol|Itlo)metlI)propan0|I)benzamldo)SUCC|nlco 12 en forma de un acelte
de color amarillo palido (490 mg, se asumié un rendimiento cuantitativo) que se usé sin purificacion adicional. 'H
RMN 64 (400 MHz CDCls) 2,25 (6H, s, CHs-Ar), 2,80-3,15 (6H, m, CH>CO.H y CH>-SAr), 3,65 (1H, m, CHCH,S),
5,00 (1H, m, CH-CHy), 6,85 (4H, d, SAr), 6,95 (4H, d, SAr), 7,50 (2H, d, Ar), 7,55 (1H, s a, NH), 7,65 (2H, d, Ar),
10,95 (2H, s a, COzH).

Etapa 4: Conjugacion de bis-toliltio-Asp-acido en HoN.dPEG(24)-CO-OtBu.

Una solucion en tolueno (3 ml) de HaN-dPEG(24)-CO-OtBu (240 mg, Iris Biotech) se evaporé a sequedad y el
residuo se disolvi6 de nuevo en diclorometano (15 ml). En agitacién, se afadieron 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) (17,4 mg) y acido 2-(4-(3-(p-toliltio)-2-((p-
toliltio)metil)propanoil)benzamido)succinico 12 (50 mg) y la mezcla de reaccién se agitd en una atmdsfera inerte a
temperatura ambiente. Después de 16 h, se afiadié mas cantidad de H,N.dPEG(24)-CO-0OtBu (240 mg) y EDCI (17,4
mg). Después de un total de 96 h, el residuo sélido se purificé directamente por cromatografia en columna eluyendo
con diclorometano-metanol (99:1 v/v a 90:10 v/v), el dlsolvente se retird al vacio y el bis-tolil-bis PEG 13 se aisl6 en
forma de un sélido ceroso de color amarillo (179,5 mg, 68 %). 'H RMN 8x (400 MHz CDCl3) 1,45 (18H, s, t-Bu), 2,30
(6H, s, CHs-Ar), 2,75 (2H, dd, CH.CON), 3,20 (2H, dd, CH.. SAr), 3,45-3,80 (m, PEG y CHCH>S), 4,85 (1H, m, CH-
CHy), 7,05 (4H, d, SAr), 7,10 (4H, d, SAr), 7,55 (2H, d, Ar), 7,85 (2H, d, Ar), 7,90 (1H, m, NH), 8,50 (1H, m, NH).

Etapa 5: Eliminacion de los grupos de proteccion terc-butilo.
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23

14
A una solucién agitada de bis-toluil-bis PEG-éster 13 (179,5 mg) en diclorometano anhidro (3,0 ml) se la ahadié
cuidadosamente acido trifluoroacético (3,0 ml) a temperatura ambiente en una atmdsfera inerte. Después de 2 h 45
min, la reacciéon se concentro al vacio y el acido trifluoroacético residual se retird por destilacion azeotrépica con
tolueno (2 x 7 ml). El producto en bruto se concentré al vacio y después se purificd por cromatografl'a en columna
eluyendo con diclorometano-metanol (98:2 v/v a 85:15 v/v), el disolvente se retlro al vacio y el bis-toluil-bis PEG-
acido 14 se aislé en forma de un aceite de color amarillo palido (102 mg, 59 %). 'H RMN &4 (400 MHz CDCl3) 2,05
(6H, s, CHs-Ar), 2,60 (2H, t, CH2CO2H), 2,80 (2H, dd, CH.CON), 3,20 (2H, dd, CH>-SAr), 3,45-3,80 (m, PEG y
CHCH,S), 4,95 (1H, m, CH-CH>), 7,05 (4H, d, SAr), 7,10 (4H, d, SAr), 7,55 (2H, d, Ar), 7,70 (1H, m, NH), 7,75 (1H,
m, NH), 7,85 (2H, d, Ar), 8,75 (1H, m, NH).

Etapa 6: Oxidacion del bis-tolilsulfanil-bis-PEG-acido.
o)

/\)J\QH

JosUen E oo

sozo

15
Se afiadio agua (3 ml) a una solucién agitada de bis-toluil-bis PEG-acido 14 (102 mg) en metanol (3 ml) seguido de
la adicion en porciones de Oxone® (67,1 mg). La suspension resultante se dej6 en agitacion a temperatura ambiente
y después de 18 h, la mezcla de reaccion se paso a través de un lecho de lana de algodén y se lavé con 1:1 de
MeOH/agua (2 ml). Los lavados organicos combinados se concentraron al vacio para retirar metanol y la capa
acuosa se extrajo con diclorometano (3 x 7 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con HCl acuoso (1 x 5
ml, pH 3), se secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron al vacio para producir bis-sulfona-bis-
PEG-acido 15 en forma de un sélido de color amarillo palido (79 mg, 76 %). 'H RMN &n (400 MHz CDCl3) 2,45 (6H,
s, CHs-Ar), 2,55 (2H, t, CH2CO2H), 2,80 (2H, dd, CH.CON), 3,25-3,80 (m, PEG y CH,-Ts), 4,25 (1H, m, CH-CHx-Ts),
4,85 (1H, m, CH-CHy), 7,35 (4H, d, Ts), 7,60 (1H, m, NH), 7,65 (2H, d, Ar), 7,70 (4H, d, Ts), 7,85 (2H, d, Ar), 7,95
(1H, m, NH), 8,75 (1H, m, NH).

Etapa 7: Conjugacion de HaN-val-cit-PAB-MMAE en bis-sulfona PEGilada terminada en bis-acido.

A una solucidn agitada de bis-sulfona-bis-PEG-acido 15 (24,0 mg) en una atmésfera inerte se le afiadieron sal HoN-
val-cit-PAB-MMAE.TFA (37,2 mg) y carbonato sddico anhidro (2,7 mg) en dimetilformamida anhidra (0,8 ml).
Después se anadié hexafluorofosfato de 3-6xido de ona-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio
(HATU) (9,6 mg) y la mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente. Después de 42 h, la mezcla de reaccion
se acidifico por acido acético (50 pl) y después se purificd directamente por cromatografia en columna C18 de fase
inversa eluyendo con tampén A (v/v): Agua:acetonitrilo al 5 %:TFA al 0,1 % y tampén B (v/v): TFA al 0,1 % en
acetonitrilo (100:0 v/v a 0:100). Para las fracciones de producto, el disolvente organico se retiré al vacio y el
disolvente acuoso se retir6 por liofilizacion. La purificacion adicional se consiguié usando cromatografia en columna
sobre silice-diol de fase inversa eluyendo con acetato de etilo-isopropanol (100:0 v/v a 0:100 v/v). El disolvente se
retir6 al vacio y la bis-sulfona-PEG(24)-bis-[val-cit-PAB-MMAE] 9 se aisl6 en forma de un aceite incoloro (8,0 mg, 21
%). m/z M+Na 5104.

Ejemplo 12: Conjugacion de reactivo bis-sulfona MMAE dicargado 8 y reactivo bis-sulfona MMAE dicargado
9 en un fragmento de anticuerpo (Fab)

Dos alicuotas de 5 ml de Fab (2,14 mg/ml en PBS), derivadas de la digestion de papaina de trastuzumab, se
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redujeron con DTT (50 ul de una solucion 1 M de DTT afadidos) a 22 °C durante 1 h. Para eliminar el exceso de
DTT, las soluciones de Fab reducidas se intercambiaron entonces con tampén en fosfato sédico 20 mM, pH 7,4
(NaCl 150 mM y EDTA 20 mM) usando dos columnas PD-10. Después del intercambio de tampén, la concentracion
de la muestra se midié por UV. Las soluciones Fab intercambiadas con tampén se diluyeron a 1,1 mg/ml (3,6 ml de
volumen final) con fosfato sédico 20 mM, pH 7,4 (NaCl 150 mM y EDTA 20 mM).

A una alicuota de Fab reducido se le afiadié una solucién de bis-sulfona-PEG(24u)-val-cit-PAB-MMAE2 (1,2 mg/ml,
0,4 ml) en 50:50 v/v de acetonitrilo y fosfato sédico 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM y EDTA 20 mM. A la segunda
alicuota de Fab se le afiadié una solucion de bis-sulfona-[PEG(24u)-val-cit-PAB-MMAE]2 (0,4 ml, 1,5 mg/ml) en
50:50 v/v de acetonitrilo y fosfato sédico 20 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM y EDTA 20 mM. Ambas mezclas de reaccion
se incubaron a 22 °C durante 22 h. Tras la finalizacién de la incubacion, las mezclas de reaccion (4,0 ml) se
intercambiaron con tampon en PBS usando una columna giratoria de 10 ml Zeba™. Ambos de los conjugados de
Fab-MMAE resultantes se purificaron a una pureza de mas del 93 % por HIC preparativa usando una columna
Toyopearl Phenyl HIC (1 ml). Cada muestra se cargd en NaCl 2 M, fosfato sédico 50 mM, pH 7,0 y se eluyd en un
gradiente al 0-100 % de propan-2-ol al 20 %, fosfato sddico 50 mM, pH 7,0.

Ejemplo 13: Analisis de conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) por ensayo de viabilidad celular in vitro

La eficacia in vitro de los reactivos de anticuerpo del reactivo 6 y el reactivo 9 preparados en el Ejemplo 12 se
determinaron midiendo el efecto inhibidor sobre el crecimiento celular de las lineas celulares de cancer que
sobreexpresan el receptor de HER-2 mediante el método del Ejemplo 9.

Las células SK-BR-3 y BT-474 positivas a HER2 se tripsinizaron con 3 ml de Tripsina EDTA durante 5-15 min. La
tripsinizacion se detuvo afiadiendo 10 ml de medio completo, y las células se transfirieron a un tubo de 50 ml Falcon.
Las células se contaron usando un hemocitdmetro Neubauer y se ajustaron a una densidad celular de 1 x 10°/ml
para BT-474 y 5 x 10%/ml para SK-BR-3 respectivamente. Las células se sembraron (100 pl/pocillo) en placas de 96
pocillos de pared opaca revestidas con poli-D-lisina y se incubaron durante 24 h a 37 °C y CO; al 5 %. Las lineas
celulares de tumor SK-BR-3 (ATCC-HTB-30) y BT-474 (ATCC-HTB-20) se adquirieron a partir de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo. Las células SK-BR-3 se cultivaron en medio 5A de McCoy (Life Technologies®), suero
fetal bovino al 10 %, 100 u/ml de penicilina y 100 pyg/ml de estreptomicina. Las células BT-474 se cultivaron en
medio DMEM/F-12 (Life Technologies®), suero fetal bovino al 10 %, 100 u/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina.

Las lineas celulares positivas a HER2, BT-474 y SK-BR-3 se trataron con las concentraciones de farmaco mostradas
en la Tabla 6. Después, las células se incubaron con el farmaco (volumen total 200 pl/pocillo), a 37°Cy CO, al 5 %
durante 96 h mas.

Tabla 6
Linea celular | Conjugado farmacolégico farmaco/anticuerpo | Intervalo de concentracion (nM)

SK-BR-3 MMAE 2,5-0,02
Conjugado de reactivo 6 1,25-0,01
Conjugado de reactivo 9 2,5-0,02

BT-474 MMAE 5-0,04
Conjugado de reactivo 6 2,5-0,02

Conjugado de reactivo 9 5-0,04

El ensayo de viabilidad celular se realizé usando el reactivo de luminiscencia Cell-Titer Glo®, como se describe por
las instrucciones del fabricante (Promega Corp. Technical Bulletin TB288; Lewis Phillips G.D, Cancer Res 2008; 68:
9280-9290). Los tiempos de incubacion, por ejemplo, la lisis celular y la incubaciéon con reactivo luminiscente, se
prolongaron a 3 min y 20 min, respectivamente, para obtener una sefial luminescente 6ptima. La luminiscencia se
registré usando un lector de placas (por ejemplo, el lector de placas MD Spectramax M3), y los datos se analizaron
posteriormente usando un modelo de regresion no lineal de cuatro parametros.

Los resultados se muestran en la figura 7, que ilustra las respuestas de viabilidad celular al tratamiento con
conjugado de reactivo 6 o conjugado de reactivo 9 dentro de células SKBR-3 o BT-474. La viabilidad se expresa
como % de células no tratadas. El % de viabilidad (eje Y) se representa frente al logaritmo de concentracion de
farmaco en nM (eje x) para determinar los valores de CI50 para todos los conjugados, asi como el farmaco libre. Los
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valores de Clsp se muestran en la Tabla 7

Tabla 7
SK-BR-3 | BT-474
Muestra Clso (nM) | Clsp (nM)
Conjugado del reactivo 6 0,14 0,32
Conjugado del reactivo 9 0,2 0,42
MMAE 0,27 0,85

Como se muestra en la figura 7 y la Tabla 7, ambos conjugados de anticuerpo son activos en las lineas celulares
positivas a HER2. La potencia del conjugado del reactivo 6 se aumenta en comparacion con el conjugado del
reactivo 9. Ambos conjugados reducen la proliferacion mas eficientemente que el farmaco libre.

Ejemplo 14: Estudio de xenoinjerto in vivo para los conjugados anticuerpo-farmaco producidos usando el
reactivo bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1

Se produjeron cuatro conjugados anticuerpo-farmaco (ADC) con DAR = 1, DAR = 2, DAR = 3, y DAR = 4, a partir de
la conjugacion del reactivo bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 con trastuzumab y se purificé por HIC para
tener cada uno mas del 95 % de pureza de DAR individual. Después, cada conjugado se us6 en un estudio de
xenoinjerto como se indica a continuacion.

Ratones inmunodeprimidos combinados graves hembra (Fox Chase SCID®, C.B-17/Icr-Prkdcscid, Charles River
Laboratories) tenian once semanas de edad, con un intervalo de peso corporal (PC) de 18,0 a 23,1 gramos el Dia 1
del estudio. A los animales se les dio agua ad libitum (osmosis inversa, 1 ppm Cl), y Lab Diet® modificada e
irradiada por NIH 31 que consistia en proteina en bruto al 18,0 %, grasa en bruto al 5,0 %, y fibra en bruto al 5,0 %.
Los ratones se alojaron en jaulas para animales de laboratorio Enricho'cobs™ irradiadas en micro-aisladores
estaticos en un ciclo de luz de 12 horas a 20-22 °C (68-72 °F) y un 40-60 % de humedad.

Los xenoinjertos se iniciaron con carcinomas de mama humanos BT474 mantenidos por trasplante subcutaneo en
serie en ratones SCID. El dia del implante del tumor, cada raton de ensayo recibié un fragmento de 1 mm?® de BT474
implantado por via subcutanea en el costado derecho, g el crecimiento tumoral se controlé a medida que el tamario
medio alcanzd el intervalo diana de 90 a 120 mm®. Los tumores se midieron en dos dimensiones usando
calibradores, y el volumen se calcul6 usando la férmula:

w2xl

Volumen tumoral (mm?®) = 5

donde w = anchura y / = longitud, en mm, del tumor.

Veintiocho dias después del implante del tumor, designado como Dia 1 del estudio, los animales se clasificaron en
grupos que consistian cada uno en diez ratones con volumenes tumorales individuales que variaban entre 63 y 126
mm? y volimenes tumorales medios de grupo de 99 a 101 mm?.

El tratamiento comenzé el Dia 1 en todos los grupos de ratones (n = 10) con tumores BT474 subcutaneos
establecidos (63-126 mm®). El grupo 1 era un grupo de control tratado con vehiculo. Los grupos 2-5 recibieron ADC
que tenian DAR =1, DAR = 2, DAR = 3 y DAR = 4, respectivamente, cada uno a 20 mg/kg por via intravenosa los
Dias 1, 8 y 15. Los tumores se midieron dos veces por semana hasta que el estudio terminé el Dia 61. Los ratones
se controlaron individualmente y cada animal fue sacrificado cuando su tumor alcanzé el volumen de criterio de
valoracion de 1500 mm?® o el dia final, lo que ocurriera primero. Se calculé el tiempo hasta el criterio de valoracion
(TTE) para cada ratén. El resultado del tratamiento se determiné a partir del porcentaje de retraso del crecimiento
tumoral (% de TGD), definido como el aumento porcentual en el TTE medio para los ratones tratados frente a los
ratones de control, con diferencias entre los grupos considerados estadisticamente significativos a P <0,05 utilizando
el analisis de supervivencia de rango logaritmico. Los ratones también se controlaron para determinar las respuestas
de regresion completa (CR) y regresion parcial (PR). Un animal con una CR al final del estudio se clasificd
adicionalmente como un superviviente libre de tumor. La tolerabilidad al tratamiento se evalué mediante medidas de
peso corporal y observacion frecuente de los signos clinicos de los efectos secundarios relacionados con el
tratamiento.

El TTE medio para los controles tratados con vehiculo era de 34,9 dias, estableciendo un TGD maximo posible de
26,1 dias (75 %) para el estudio de 61 dias. Todos los regimenes fueron bien tolerados y pudo evaluarse su eficacia.
Los ADC con DAR = 1 y DAR = 2 produjeron TGD medibles de 14,4 dias (41 %) y 16,9 dias (48 %),
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respectivamente, pero no hubo diferencia significativa en la supervivencia con los controles (P >0,05). El grupo DAR
= 1 tuvo un superviviente libre de tumor, que fue la Unica regresion registrada entre los tres grupos. Los ADC con
DAR = 3 y DAR = 4 produjeron cada uno el TGD maximo (26,1 dias, 75 %) y una diferencia de supervivencia
significativa frente a los controles (P <0,001), pero los dos regimenes fueron distintos basandose en las respuestas
de regresion. El tratamiento DAR = 3 produjo tres PR, mientras que la DAR = 4 produjo 10/10 supervivientes libres
de tumores. Los resultados se muestran en la figura 8.

Ejemplo 15: Conjugacion de Bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 con el anticuerpo parental y la
variante de anticuerpo IgGC226S: Mayor retencion de puente de cadena intermedia con IgGC226S.

La conjugacion del anticuerpo parental y la variante de disulfuro de bisagra tnica IgGC226S que se describe en el
Ejemplo 4 con 1 equivalente molar del reactivo de conjugacion Bis-sulfona-PEG(24)-val-cit-PAB-MMAE 1 por enlace
disulfuro de cadena intermedia se realiz6 después de la reduccion del anticuerpo (TCEP, 1 equivalente molar por
disulfuro de cadena intermedia, 15 min, 40 °C). El reactivo de conjugacion se preparé en DMSO (para dar DMSO al
5 % (v/v) en solucion de reaccion) inmediatamente antes de la conjugacion. Las concentraciones de anticuerpo
durante la conjugacion fueron 4 mg/ml. Las reacciones se realizaron durante una noche (16 h) a 40 °C, momento
después del cual las mezclas de reaccion se trataron con DHA 10 mM durante 1 h a temperatura ambiente y
después se analizaron por SDS-PAGE. Los geles de SDS-PAGE se tifieron con InstantBlue™ y se formaron por
imagen usando un instrumento IMAGEQUANT™ LAS 4010 (GE Healthcare) para determinar el % de cada especie
presente en un carril. Los resultados de SDS-PAGE se muestran en la figura 9. En la figura 9, los carriles marcados
M muestran Novex Protein Standards (Invitrogen). Los carriles 1 y 2 muestran los perfiles de migracion de una
reaccion de pre y post-conjugacion de IgGC226S respectivamente. Los carriles 3 y 4 muestran las reacciones
equivalentes para el anticuerpo parental. Cuando los disulfuros de cadena intermedia pesada a pesada de un
anticuerpo no estan puenteados covalentemente tras la conjugacion, por ejemplo, debido a la codificacion de
enlaces disulfuro, una banda justo por debajo del marcador de 80 kDa del dimero de cadena pesada-ligera (H + 1) es
visible por SDS-PAGE. Por el contrario, cuando se unen puentes de los disulfuros de cadena intermedia pesada a
pesada después de la conjugacion, es visible una banda justo por encima del marcador de 160 kDa del tetramero de
cadena pesada-ligera del anticuerpo (2H + 2L). Comparando los carriles 2 y 4, puede observarse que la conjugacion
con IgGC226S, que posee un Unico disulfuro de cadena pesada intermedia, conduce a un mayor grado de puente
entre las dos cadenas pesadas en comparacién con el anticuerpo parental, con dos disulfuros de cadena pesada
intermedia (80 % frente al 67 % del tetramero de cadena ligera-pesada del anticuerpo respectivamente) y una menor
extension de la formacién de dimero de cadena pesada-ligera (17 % frente al 31 % respectivamente). Por lo tanto, el
proceso mejora la estabilidad del conjugado de anticuerpo mediante el puenteo eficiente del enlace disulfuro de
cadena pesada intermedia.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Polytherics Limited
<120> Conjugados farmaco-proteina novedosos
<130> P020853 WO

<140> PCT/GB 2013/052661
<141> 11-10-2013.

<150> US 61/717.710

<151> 24-10-2012.

<150> US 61/717.743

<151> 24-10-2012.

<150> US 61/811.285

<151> 12-04-2013.

<150> PCT/GB 2013/051593
<151> 19-06-2013.

<160> 3

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

34



<211> 214
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<400> 1

Asp

1

Asp

Val

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Ala

Ser

50

Arg

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

ES 2623209 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

35

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val
110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Pro

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser



<210> 2
<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> la secuencia es sintetizada

<400> 2

Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Val Gln Leu

Leu

Ile

Arg

50

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

ES 2623209 T3

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

36

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

Gly

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys



Ser

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser
340

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

ES 2623209 T3

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

vVal

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
345

37

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Tyr

Gly

125

Gly

Vval

Phe

vVal

vVal

205

Lys

Leu

Thr

Val

vVal

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln
350

Gly

Ser

Ala

val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Gln

val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr
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Thr

Thr

Glu

385

Leu

Lys

Glu

Gly

<210>3
<211> 14
<212> PRT

Leu

Cys

370

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
450

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
435

<213> Secuencia artificial

<220>

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

<223> Secuencia de region bisagra

<400> 3
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Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Asp

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Leu

Pro

Asn

Leu

Val

425

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Val

Val

Pro

Thr

Val

430

Leu

Ser

Glu

Pro

Val

415

Met

Ser

Leu

Trp

Val

400

Asp

His

Pro

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

1

5

38
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REIVINDICACIONES
1.- Un conjugado que contiene auristatina de la férmula general:
(((Dg-LK")m-P)o-LKk?-Lk®)1-Ab (1)
en la que D representa un resto de auristatina;
q representa un nimero entero de 1 a 10;
LK’ representa un enlazador;
m representa un nimero entero de 1 a 10;

P representa un enlace o un grupo valente z -P'-NH- donde z es de 2 a 11 y P'es un grupo que contiene al menos
una unidad de etileno -CH2-CHaz- o0 una unidad de etilenglicol -O-CH,-CHy-;

p representa un numero entero de 1 a 10;

Lk? representa un enlace o un enlazador valente y donde y es de 2 a 11 y que consiste en 1 a 9 residuos de
aspartato y/o glutamato;

Lk® representa un enlazador de la férmula general:
-CO-Ph-X-Y-(Il)

en la que Ph es un grupo fenilo opcionalmente sustituido; X representa un grupo CO o un grupo CH.OH; e Y
representa un grupo de formula:

—CH,—-CH
(111
A_
/
—CH
\B
)

en la que cada uno de A y B representa un grupo alquileno o alquenileno C1.4;

Ab representa una proteina o péptido de uniéon capaz de unirse a un compafiero de uniéon en una diana, estando
dicha proteina o péptido de unién unido a Lk® a través de dos atomos de azufre derivados de un enlace disulfuro en
la proteina o péptido de union; y

n representa un nimero entero de 1 a s donde s es el niUmero de enlaces disulfuro presentes en la proteina o
péptido de union antes de la conjugacion en Lk>;

escogiéndose los significados de m, n, p, ¢, y y z de tal forma que el conjugado contiene de 1 a 10 grupos D.

2.- Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la auristatina es monometilauristatina E o
monometilauristatina F unida a través de su atomo de nitrégeno terminal.

3.- Un conjugado segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, donde la auristatina es monometilauristatina E unida
a través de su atomo de nitrégeno terminal.

4.- Un conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Lk es un enlazador degradable.

5.- Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 4, donde Lk incluye uno de los siguientes grupos:
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Rlll

Py %jﬁ 5%e 5 SRS}
&J@ e

en los que cada uno de R, R, R" y R" representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo y AA representa una
secuencia aminoacidica especifica de proteasa.

6.- Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que Lk’ incluye:
H,N \fo
HN
O
H

WCW ;

(V)

7.-Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que g es un nimero entero de 2
al10y Lk' es un enlazador multivalente que incorpora uno o mas residuos de aspartato o glutamato.

8.-Un conJugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que P representa un enlace, o P
representa - -P'-NH- donde P' contiene de 2 a 10 unidades de etilenglicol.

9.- Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que P representa polietilenglicol.

10.- Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el grupo fenilo Ph en Lk®
esta sin sustituir.

11.- Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en que Y tiene la féormula:
CH,—
—CH
\

CH,—

12.- Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que Ab representa un
anticuerpo de longitud completa o un fragmento de anticuerpo que comprende una regiéon de unién a antigeno del
anticuerpo de longitud completa.

13.- Un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que Ab representa IgG1 o IgG4 o un fragmento de 1gG1
o 1gG4.

14.- Un proceso para la preparacion de un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
que comprende reducir uno o mas enlaces disulfuro en una proteina de unién y posteriormente reacciéon con un
reactivo de conjugacion de la férmula general:

((Dg-LK")m-P)p-LK2-LK*(VII1)
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enlaqueD, Lk1, P, Lk2 y m, p y q tienen los significados dados en la reivindicacion 1, y Lk representa un grupo de
férmula:

-CO-Ph-X2-Y2(IX)

en la que Ph tiene el significado dado en la reivindicacion 1, X? representa un grupo CO, e Y representa un grupo:

L A—L
—CH,~CH —CH
\
L —CH=CH—L B—L
(X, (XI), (X10)

X

A—oL
—cH=(
——H
(XIII)

en el que Ay B tienen los significados dados en la reivindicacion 1, cada L representa independientemente un grupo
saliente, y x representa un nimero entero de 1 a 4, para producir un conjugado de férmula | en la que X representa
CO; y opcionalmente reducir dicho grupo CO formado inicialmente X para dar un conjugado que tenga un grupo
CH.OH X.

15.- Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que Y? representa:

s

—CH

O

((Dg-LK " )m-P)p-LK2-LK*(VIII)

(X1la)

16.- Un compuesto de la féormula general:

en la que D tiene el significado dado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; Lk' tiene el significado dado en
una cualquiera de las reivindicaciones 1y 4 a 7; P tiene el significado dado en una cualquiera de las reivindicaciones
1,8y09; Lkz, m, p y q tienen los significados dados en la reivindicacion 1, y Lk representa un grupo de formula:

-CO-Ph-X2-Y2(IX)

en la que Ph tiene el significado dado en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 10, X® representa un grupo CO, e Y?
representa un grupo:

L A—L

/

—CH,~CH —CH

\

L —CH=CH—L B—L
X, (XI), (XII)
o
A—L
—CH
— 1 —H
. (XTI

en el que Ay B tienen los significados dados en la reivindicacién 1, cada L representa independientemente un grupo
saliente, y x representa un numero entero de 1 a 4.

17.- Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que Y? representa:
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s

—CH

O

(X1la)

18.- Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, opcionalmente junto con un agente

terapéutico adicional.

19.- Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, o una composicién de acuerdo con
la reivindicacion 18 para su uso en terapia

42



ES 2 623 209 T3

% de area a 280 nm
Bl
A

Distribucion DAR

ISR TUTIRI T .. . TPy r——

DARD

bAR1 DARZ2 DAR3 [DAR4

s 1o (L2265
&\\\kﬂ_}é}’ﬁ\\“ i gGC2 ES

Figura 1

% de area a 280 nm

45
40

30
5
20
15
10

Distribucion DAR

DAR O

4444444444444444444444444444444444

BAR1 DPAR2Z DARJ DAR4

~ ¢~ MAD parental
sl (@G 2768
s |0GC2295

Figura 2

43




ES 2 623 209 T3

2,2- -
S ~-g~ maleimida DAR2
8o 2 - bis-sulfona DAR2
Ea ™ -
29 )
cO %
LE
(6] bt
0% 16 M
o

1,4 1 Y Y i ¥ ¥

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

4,2+ s
& -@- maleimida DAR4
8o 4O -~ bis-sulfona DAR4
Eo - -
"QE 318’- M\\k'\\“"‘\\
®® T
g 3,4

3,2 T 1 T T 1 b

0 20 40 &0 80 100 120
Tiempo (h)
Figura 3
Conjugado de reactivo 1 de bis-sulfona Conjugado de maleimida
Conjugado de bis-sulfona Conjugado de maleimida
‘5\(2‘3 “AM ?Sﬁ}\ﬁ\u ...........

b5y e 2 ]
e 390 200 B

SRS RS NS Ns e e eon 850 250 300 O 430 950 &40 900 €80
04 b33 Es
Figura 4

44



ES 2 623 209 T3

30

o
e~

50

<
oy

wu 08z

o2 2 o
- e} ~

e eale ap ¥,

DAR 1 DAR 2 DAR 3 DAR 4 QAR >4

DARQ

Figura 5

45



% de viabilidad

% de viabilidad

ES 2623209 T3

SK-BR-3
bl * MMAE
. A Conjugado de reactivo 1 de anticuerpo
|

160

2 4 o 1
Concentracion (nM) log

BT-474
® MMAE
‘_r_.TL‘\ 4  Conjugado de reactivo 1 de
\ anticuerpo

2 4 8 1
Concentracién (nM) log

Figura 6

46



% de viabilidad

% de viabilidad

ES 2623209 T3

BT-474
120
100 *¥—fm ® Conjugado de reactivo 6
80 \\ B Conjugado de reactivo 9
\ ¥ MMAE
60" \\
4& 1 \
LN, A8
md
g . . .
-2 -4 8 1
Log [Compuesto] (nm)
SK-BR-3
120
100+ . - ® Conjugado de reactivo 6
80- ® Conjugado de reactivo 9
\
¥ MMAE
60 \
50 \
20 - A
0 1 i T ]
3 -2 -1 g 1

Log [Compuesto] (nm)

Figura 7

47



ES 2 623 209 T3

1400
-%-Vehiculo
i - DAR 1
1200 v |——DARZ2

-=— DAR 3
—a— DAR 4
1000+

800 -

600

400

200 1

Figura 8

48



ES 2 623 209 T3

258 kBa

.

B ERN S

i ks
ShkDa
58 kD2

Ag kla

Figura 9

49



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

