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DESCRIPCION
Conjugados del enlazador farmaco de beta-glucurénido
Antecedentes

Los tratamientos con anticuerpos monoclonales estan ganando impulso como tratamientos complementarios y de
primera linea contra el cancer. Los éxitos de los tratamientos con mAb de tipo AVASTIN (dirigido contra VEGF) para
el cancer de colon, RITUXAN (Rituximab; dirigido contra CD20) para linfoma no de Hodgkin y HERCEPTIN (dirigido
contra Her2) para el cancer de mama han demostrado que anticuerpos sin conjugar pueden mejorar la supervivencia
del paciente sin la incidencia de una toxicidad significativamente aumentada.

Los anticuerpos monoclonales (mAb) pueden conjugarse con un agente terapéutico para formar un conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC). Los ADC pueden presentar eficacia aumentada, en comparacion con un anticuerpo sin
conjugar. El enlace del anticuerpo con el farmaco puede ser directo, o indirecto, mediante un enlazador. Uno de los
componentes que se cree que es importante para desarrollar unos ADC eficaces y bien tolerados es la composicion
y la estabilidad del enlazador. Para algunos tipos de ADC, el enlazador proporciona deseablemente la estabilidad del
suero, ademas, libera selectivamente el farmaco en o en el interior de la célula diana.

La unién de un enlazador a un mAb puede llevarse a cabo en varias formas, tales como a través de lisinas
superficiales, acoplamiento reductor a hidratos de carbono oxidados, y a través de restos de cisteina liberados
reduciendo los enlaces disulfuro intercadena. Se han descrito en la bibliografia varios enlaces a ADC, incluyendo
enlaces basados en hidrazona, disulfuro, y péptidos. Algunos enlazadores basados en hidrazona y disulfuro pueden
ser labiles en circulacién, dando como resultado una liberacion del farmaco fuera del tejido diana. Se cree que esta
liberacion prematura del farmaco puede conducir a una toxicidad sistémica o a una toxicidad especifica de érgano
ylo, menor eficacia terapéutica Optima. Las estrategias de enlazadores basados en péptidos pueden proporcionar
enlazadores de mayor estabilidad; sin embargo, la hidrofobicidad asociada aumentada de algunos enlazadores
puede conducir a la agregacion, particularmente con farmacos fuertemente hidréfobos. Dicha agregacion puede
conducir a una captacion no especifica de los ADC en tejidos no dianas, que afecta potencialmente a la toxicidad no
diana.

Los B-glucurdnidos son metabolitos producidos en el higado y los rifiones por una clase de enzimas conocidas como
UDP-glucuronosil transferasas. Estas transferasas estan implicadas en una transformacion metabdlica que conduce
a la eliminacién de los xenobiéticos del cuerpo. La glucuronidacion aumenta drasticamente la solubilidad de los
compuestos sustrato, permitiendo una eliminacién renal mas eficaz.

B-glucuronidasa es una UDP-glucuronosil transferasa que esta presente en los lisosomas de esencialmente todos
los tejidos humanos. La enzima cataliza la hidrdlisis del enlace glucosidico de los glucurénidos con configuracion 8y
se informa que tiene una amplia especificidad de sustrato. Es la mas activa a un pH bajo, con la eficacia enzimatica
disminuyendo hasta aproximadamente un 10 % a pH neutro. Se ha notificado que B-glucuronidasa se expresa en
exceso en tejido de cancer de mama con respecto al tejido peritumoral. A pesar de su naturaleza ubicua, la enzima
es secuestrada eficazmente en el interior de los lisosomas celulares, y se observa una minima tincion
inmunohistoquimica en el espacio extracelular de las muestras de tejido normal. Una excepcion es la actividad de la
B-glucuronidasa que se observa en el tracto intestinal, que surge de la presencia de E. coli.

En contraste con los tejidos normales, el tejido intersticial del tejido tumoral necrético expresa altos niveles de
actividad B-glucuronidasa. Se cree que la fuente sol células inflamatorias y que no proceden directamente del tejido
tumoral. Basandose en esta observacion, se han preparado profarmacos de B-glucurénido (principalmente de
doxorrubicina) para la investigacion en monoterapia. La légica de esta estrategia es que el profarmaco de B-
glucurénido seria menos toxico que el farmaco libre debido a su incapacidad de entrar en las células. El profarmaco
tiene dos destinos principales: el profarmaco préximo al tumor se convertira en farmaco libre, a la vez que el
profarmaco restante se eliminara rapidamente a través de los rifiones. Se han indicado farmacos de B-glucurénido
para el uso en ADEPT (Terapia con Profarmaco Enzimatico Dirigido a Anticuerpos). Los tratamientos basados en
profarmacos de B-glucuronido requieren, sin embargo, altos niveles sistémicos de profarmacos, que pueden
asociarse con toxicidades indeseadas.

Sigue existiendo necesidad, por lo tanto, de la administracion dirigida de profarmacos, que den como resultado la
eliminacion de células diana reduciendo a la vez la toxicidad de células no diana.

Existe una necesidad adicional de ADC con sistemas enlazadores que proporcionen un alto nivel de estabilidad en
suero del enlazador y una solubilidad aumentada, permitiendo la conjugacion eficaz de farmacos hidréfobos y que
efectlien la administracion intracelular de farmacos.

El documento WO 2004/010957 de Sanderson et al., CLINICAL CANCER RESEARCH, vol. 11, n.° 2 Pt 1, enero de
2005, describe los compuestos conjugados de ligando-farmaco para el tratamiento del cancer, enfermedades
autoinmunitarias, y enfermedades infecciosas.
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El documento WO 03/086312 divulga compuestos conjugados de ligando-farmaco que incorporan derivados de
acido glucurénico como enlazadores de ligando-farmaco escindibles mediante glucuronidasas. Estos compuestos
conjugados de ligando farmaco comprenden ligandos especificos de células cancerosas, un azuicar, y un agente
guimioterapéutico contra el cancer.

De Groot et al., CURRENT MEDICINAL CHEMISTRY, vol. 8, n.° 9, julio de 2001, y de Graaf et al., CURRENT
PHARMACEUTICAL DESIGN, vol. 8, enero de 2002, divulgan profarmacos de glucurénidos anticancerosos y sus
usos en quimioterapia selectiva.

Estas y otras limitaciones y problemas del pasado se resuelven mediante la presente invencion. (La cita de cualquier
referencia en esta solicitud no es una admision de que la referencia es el estado de la técnica de esta solicitud).

Breve sumario

La presente divulgacion proporciona conjugados de ligando farmaco y conjugados de enlazador-farmaco para la
administracion dirigida de farmacos. Los conjugados ligando-farmaco incluyen un ligando, tal como un anticuerpo,
para dirigir el conjugado a una célula o tejido diana. Los conjugados incluyen ademas un enlazador basado en -
glucuréonido que comprende un sitio que se puede escindir mediante una enzima que tiene una actividad B-
glucuronidasa. El enlazador se une al ligando y a un farmaco. La divulgacion proporciona ademas métodos para
tratar el cancer, enfermedades inmunitaria, enfermedades infecciosas y otras enfermedades o trastornos que utilizan
un conjugado de ligando farmaco que incluye un enlazador basado en B-glucurénido. Los conjugados de ligando
farmaco presentan todavia, de forma sorprendente, estabilidad del suero para proporcionar una administracion
dirigida del farmaco unido a una célula diana.

En un aspecto, un compuesto conjugado de ligando farmaco que tiene la siguiente formula:
L('Aa'Ww'YyDl-A)p I
0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, en la que:

L- es una unidad de ligando,

-Aa-Ww-Yy- es una unidad de enlazador (LU),

-A- una unidad ensanchadora opcional,

aes0,102,

cada -W- es, de forma independiente, una unidad de glucurénido,
w es un numero entero comprendido entre 1y 2,

-Y- es una unidad separadora autoinmolable,

yesO0,10 2,

p varia de 1 a aproximadamente 20, y

-D es una unidad de farmaco.

En algunas realizaciones, el ligando es un anticuerpo, tal como un anticuerpo quimérico, humanizado o humano o un
fragmento de anticuerpos de unidn a antigeno.

En algunas realizaciones, la unidad de glucurénido (-W-) comprende la férmula:

Su-0"-Z -
I

en la que S es un resto de azucar, -O’- es un enlace glucosidico (por ejemplo, escindible mediante una B-
glucuronidasa) y Z es un grupo autoinmolable; y en el que Z forma un primer enlace covalente con Y o D y un
segundo enlace covalente con L 0 A.

En algunas realizaciones, la unidad de glucurénido (-W-) comprende la férmula:

-Su-0’-Z-

en la que S es un resto de azlcar, -O'- es un enlace escindible mediante una B-Glucuronidasa y Z es un grupo
autoinmolable; y en el que Z forma un enlace covalente con Y o D y Su forma un lace covalente con L 0 A.

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco se selecciona entre las formulas De y Df:
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f\&r%w%

4 Rb
R* R® Rt De

s} R? CHa Fiag 0
f‘g N N RH
. /H/ %LNW 27
|
R* R®* g8 R8 O RE 0
R10

en la que:

R se selecciona entre H y alquilo C;1-Csg;
R? se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, x*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cs
y X ( heterociclo C3-Cs);
R se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, x*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cs
y X ( heterociclo C3-Cs);
R® se selecmona entre H y metilo;
oR* y R®> forman conjuntamente un anillo carbociclico y tienen la férmula -(CR?R )rI en la que R® y R" se
seleccionan de forma independiente entre H, alquilo C;1-Cg y carbociclo Cs-Cs y n se selecciona entre 2, 3, 4,5y
6.
R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R’ se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, x*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cs
y Xt ( heterociclo C3-Cs);
cada Rs se selecciona de forma independiente entre H, OH, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Cg y -O-(alquilo C1-Cs);
R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R se selecciona entre arilo y heterouclo C3-Cg;
Zes0,S,NH, o NR™, enla que R es alquilo C4-Cg;
R se selecciona entre H, alquilo -C:-Czo, arilo, heterociclo Ca-Cg, ~(R™0)m-R™, y -(R¥0)m-CH(R™)z:
m es un numero entero que varia entre 1-1000;
en el que R%es alquilo C»-Cg;
R es H o -alquilo (C1-Cg);
cada incidencia de R™ es, de forma independiente, H, COOH, -(CH)- N(R™)2, -(CH2)n-SOsH, 0 -(CH2)n-SOs-
alqguno C1-Cg; cada incidencia de R'® es de forma |ndepend|ente H, alquilo C;1-Cs, 0 (CHz)n COOH

se selecciona entre C(R )2- C(R )o-arilo, -C(R )2- C(R )2-(heterociclo C3-Cs), y- C(R )2- C(R )2-(carbociclo Cs-
Cs)
x'es alquileno C1-Cig; ¥y
n es un nimero entero comprendido entre O y 6.

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco es la formula Dg:

R6

0 R? CHj IlQQ 0
;"5 N N R
~ J}r %I\I?I/S/\”/ 77
R* RS RE O RE O
R10

De

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la férmula:

O
H
;"3 AN F} N N
ISE s
Q 0\ 0 o\ O 0 OH
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En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la férmula Dg:

R® 0 R? CHj, I|29
f\NJ\’rH NWN N\Rw
| |
RZ o0 R'R g R O RE O

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la férmula:

H 0 H OH
fr\f\ N.. N N

N “” N

0 o0 0.0

En algunas realizaciones, el compuesto conjugado de ligando farmaco tiene la siguiente férmula:

- o _
C] 17 —_— —~
N—R 'C(O )m‘Ww Yy D1..4
0 p

en la que R'" es un enlace directo de alquileno-C;-Co, -carbociclo Cs3-Csg, -O-(alquilo C1-Cg), -arileno-,alquileno-C;-
Cio-arileno-, -arileno-C1-C1o alquileno-, -alquileno C1-Cio-(carbociclo Cs-Cs)-, -(carbociclo C3-Csg)-alquileno C1-Cio-, -
heterociclo C3-Csg, -alquileno C;-Cio-(heterociclo Cs-Cs)-, -(heterociclo Cs-Cg)-alquileno Ci-Cio-, -(CH2CH2O);-, -
(CH2CH20)-CHa-, 0 - (CH2CH20),CH2-CH>-; y r es un entero que varia entre 1-10.

En algunas realizaciones, el compuesto conjugado de ligando farmaco tiene la formula:

' O
: O
N\/\/\/"— W~ Yy“" D
L—
' O

Los compuestos conjugados de ligando farmaco pueden formularse como una composicion farmacéutica que
comprende una cantidad eficaz de compuesto conjugado de ligando farmaco, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y un diluyente, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede
incluir opcionalmente una cantidad terapéuticamente eficaz de agente quimioterapéutico.

P

En otro aspecto, se divulga en el presente documento un método de destruir o inhibir la proliferacion de células
tumorales o células cancerosas. Los métodos incluyen generalmente tratar células tumorales o células cancerosas
con una cantidad del compuesto conjugado de ligando farmaco o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, siendo eficaz para destruir o inhibir la proliferacion de células tumorales o células cancerosas.

En otro aspecto, se divulga en el presente documento un método para tratar el cancer. El método incluye
generalmente administrar a un paciente una cantidad del compuesto conjugado de anticuerpo-farmaco o una de sus
sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, siendo la cantidad eficaz para tratar el cancer. El método puede
incluir opcionalmente administrar una cantidad eficaz de un agente anticanceroso adicional, un agente
inmunosupresor o un agente antiinfeccioso.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2649 550 T3

En otro aspecto, se divulga un método para tratar una enfermedad autoinmunitaria. El método incluye administrar a
un paciente una cantidad de compuesto conjugado de ligando farmaco, o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, siendo la cantidad eficaz para tratar la enfermedad autoinmunitaria.

En otro aspecto, se divulga en el presente documento un método para tratar una enfermedad infecciosa. El método
incluye generalmente administrar a un paciente una cantidad del compuesto conjugado de ligando farmaco o una de
sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, siendo la cantidad eficaz para tratar la enfermedad infecciosa.

Estos y otros aspectos de la divulgacion se entenderan por referencia a la siguiente descripcién detallada, tomada
conjuntamente con los dibujos acompafiantes. La siguiente descripcion es descriptiva, ilustrativa y a modo de
ejemplos y no debe tomarse como limitante del alcance definido por cualquiera de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra la reactividad de un enlazador-MMAF de glucurénido inactivado con cisteina conjugado con
B-glucuronidasa de E. coli. Se afiadié c1F6-9b inactivado con cisteina a la enzima y se incub6 a 37 °C. Se vigilo
la hidrélisis hasta el farmaco libre mediante HPLC (254 nm) muestreando cada 30 min. La vida media de la
digestion fue de 41 min.

La Figura 2 muestra la actividad citotéxica in vitro de los ADC sobre las lineas de células CD30+ y CDR70+ de
cancer: (A) Células Karpas 299 (CDR30+) ALCL tratadas con ADC cAC10-9a dirigido contra CD30 y c1F6-9a del
control sin union durante 96 horas. (B) Células 786-0 (CDR70+) RCC con ADC c1F6-9b dirigido contra CD70 y
CAC10-9b del control sin unién durante 96 horas. (C) Células Caki-1 (CD70+) RCC tratadas con cl1F6-17 y
CAC10-17 del control sin unién. Los resultados se muestran como promedio +SD.

La Figura 3 muestra estudios in vivo con ADC. El panel A muestra el efecto de cAC10-9a (con MMAE) sobre
ratones SCID que soportan tumores subcutaneos Karpas 299 (ALCL) CD30+. Un Unico tratamiento (flecha: dia
14) de ratones con 0,75 (+), 1,0 (), y 3 (X) mg/kg proporciond curas en 5/5 animales para cada grupo. Una dosis
de 3 mg/kg del conjugado de control sin unidon c1F6-9a (A) no produjo respuesta tumoral como en el grupo no
tratado (-). El panel B muestra el efecto de c1F6-9b (con MMAF) sobre ratones SCID que soportan tumores
subcutaneos 786-O (RCC) CDR70+. Un Unico tratamiento (flecha: dia 20) de ratones con 0,75 (A), 1,5 (A), y una
Unica dosis de 3,0 (A) mg/kg proporciond regresiones del tumor. Se observaron curas (2/7) en los grupos de
dosis de 0,75 y 3 mg/kg. Todos los animales en el grupo no tratado (x) se sacrificaron en o antes del dia 40.

Descripcion detallada

Para mayor claridad de la divulgacion, y no a modo de limitacién, la descripcion detallada de la invencién se divide
en las subsecciones que siguen.

Definiciones

A menos que se afirme otra cosa, se pretende que los siguientes términos y frases que se usan en el presente
documento tengan los siguientes significados. Cuando se usan nombre comerciales en el presente documento, los
nombres comerciales incluyen la formulaciéon del producto del nombre comercial, el farmaco genérico, y el(los)
principio(s) farmacéutico(s) activo(s) del producto del nombre comercial, a no ser que el contexto indique otra cosa.

El término "anticuerpo” se utiliza en el presente documento en el sentido mas amplio y se refiere a anticuerpos
monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecifico),
y a fragmentos de anticuerpos que presentan la actividad bioldgica deseada (por ejemplo, unién a antigeno). El
anticuerpo puede ser de cualquier tipo o clase (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, e IgA) o subclases (por ejemplo,
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAl e IgA2).

Un "anticuerpo intacto” es uno que comprende una regién variable de unién a antigeno asi como un dominio
constante de la cadena ligera (C)) y dominios constantes de la cadena pesada, Cyl, Cy2, Cu3 y Cu4, segln sea
adecuado para la clase de anticuerpo. Los dominios constantes pueden ser dominios constantes de secuencias
naturales (por ejemplo, dominios constantes de secuencias naturales humanas) o las secuencias variantes de
aminoacidos de los mismos.

Un anticuerpo puede tener una o mas "funciones efectoras" que se refieren a aquellas actividades bioldgicas
atribuibles a la region Fc (una region Fc de la secuencia natural o una regién Fc de la secuencia variante) de un
anticuerpos. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen la unién a C1 q; citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC); unidn al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC);
fagocitosis; regulacion por defecto de los receptores superficiales celulares (por ejemplo, receptores de los linfocitos
B; BCR), etc.

Los fragmentos de anticuerpos "Fv monocatenarios" o "scFv" comprenden los dominios V4 y Vi de un anticuerpo, en
el que estos dominios estan presentes en una Unica cadena polipeptidica. El polipéptido F, comprende ademas
normalmente un enlazador polipeptidico entre los dominios Vy y Vi que permite al scFv formar la estructura deseada
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para la unién al antigeno. Para una revision de scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore, eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término "diacuerpo” se refiere a fragmentos de anticuerpos pequefios con dos sitios de union a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena
ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica. Utilizando un enlazador que sea demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios (Vu - VL) de la misma cadena, se fuerza a los dominios a emparejarse con
los dominios complementarios de otra cadena y crear dos sitios de unién a antigeno. Se describen los diacuerpos
mas completamente en, por ejemplo, los documentos EP 0 404 097; WO 93/11161; y en Hollinger et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448. Los dos sitios de union a antigeno pueden ser iguales o diferentes.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
entorno natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que podrian interferir con
los usos diagnosticos o terapéuticos del anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos
proteinaceos o no proteinaceos. En algunas realizaciones, el anticuerpo se purificara (1) hasta mas de un 95 % en
peso de anticuerpo como se determina medite el método de Lowry, 0 en mas de un 99 % en peso, (2) hasta un
grado suficiente para obtener al menos 15 restos de la secuencia del extremo N o la secuencia de aminoacidos
interna mediante el uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta homogeneidad mediante SDS-PAGE en
condiciones de reduccion o sin reduccidn utilizando la tincion de plata o del azul de Coomassie. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in situ en el interior de células recombinantes ya que al menos un componente del entorno
natural del anticuerpo no estara presente. Ordinariamente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparara mediante
al menos una etapa de purificacion.

Un anticuerpo "que se une" a un antigeno de interés es uno capaz de unirse al antigeno con afinidad suficiente de tal
manera que el anticuerpo es util al dirigirse a una célula que expresa el antigeno.

Los términos "se une especificamente” y una "union especifica" se refiere a la unién de un anticuerpo con un
antigeno predeterminado. Normalmente, el anticuerpo se une con una afinidad de al menos aproximadamente 1x10’
M*, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por la
unién a un antigeno no especifico (por ejemplo, BSA, caseina) diferente del antigeno predeterminado o un antigeno
estrechamente relacionado.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco (por ejemplo, un conjugado
de ligando farmaco o un conjugado de enlazador farmaco) eficaz para tratar una enfermedad o trastorno en un
mamifero. En el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede reducir el nimero de
células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto y preferentemente
detener) la infiltracion de células cancerosas en los 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto punto
y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir en alguna extension, el crecimiento tumoral; y/o aliviar
hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. En la medida en que el farmaco puede evitar
el crecimiento y/o destruir las células cancerosas existentes, puede ser citostatico y/o citotdxico. Para el tratamiento
del cancer, la eficacia, por ejemplo, puede medirse evaluando el tiempo de progresion de la enfermedad (TTP) y/o
mediante la determinacion de la tasa de respuesta (RR).

Las expresiones "polipéptido diana", "proteina diana" y "antigeno diana" se refieren a una proteina, polipéptido, y
ademas, en el caso de un "antigeno diana", otra molécula sobre la superficie de o asociada con una célula diana.

"Compuesto"”, como en las expresiones "compuesto de féormula”, "compuesto de la formula”, y similares, se refiere a
y abarca el propio compuesto quimico asi como, tanto si se indica explicitamente como si no, y a menos que el
contexto aclare que se deben excluir los siguientes: las formas amorfas y cristalinas del compuesto, incluyendo las
formas polimérficas, donde estas formas puedan ser parte de una mezcla o estar en aislamiento; las formas de acido
libre y base libre del compuesto, que son normalmente las formas que muestran en las estructuras proporcionadas
en el presente documento; los isdmeros del compuesto, que se refieren a isémeros opticos, e isomeros tautémeros,
donde los isémeros Opticos incluyen enantiomeros y diastereémeros, los isomeros quirales y no quirales, y los
isémeros 6pticos incluyen isbmeros opticos aislados asi como mezclas de isdmeros 6pticos que incluyen mezclas
racémicas y mezclas no racémicas; donde un isémero puede estar en forma aislada o en premezcla con uno o mas
isémeros diferentes; is6topos del compuesto, incluyendo compuestos que contienen deuterio y tritio, e incluyendo
compuestos que contienen radioisotopos, incluyendo radiois6topos terapéutica y diagnosticamente eficaces; formas
multiméricas del compuesto, incluyendo formas diméricas, triméricas, etc.; las sales del compuesto, preferentemente
las sales farmacéuticamente aceptables, incluyendo las sales de adicion de acido y las sales de adicion de base,
incluyendo las sales que tienen contraiones organicos y contraiones inorganicos, e incluyendo las formas de iones
hibridos, donde si un compuesto se asocia con dos 0 mas contraiones, los dos 0 mas contraiones pueden ser
iguales o diferentes; y solvatos del compuesto, incluyendo hemisolvatos, monosolvatos, disolvatos, etc., incluyendo
solvatos organicos y solvatos inorganicos, dichos solvatos inorganicos incluyen hidratos; donde si un compuesto se
asocia con dos o mas moléculas de disolvente, las dos o mas moléculas de disolvente pueden ser iguales o
diferentes. En algunos casos, se hace referencia en el presente documento a un compuesto de la invencion incluiran
una referencia explicita a una de las anteriores formas, por ejemplo, sales y solvatos, sin embargo, esta referencia
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es solo para enfatizar, y no se considera como excluyente de las diferentes formas anteriores como se ha
identificado anteriormente.

El término "alquilo" se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada que tiene el
namero indicado de atomos de carbono (por ejemplo, "alquilo C1-Cg" se refiere a un grupo alquilo que contiene de 1
a 8 atomos de carbono). Cuando el nimero de atomos de carbono no esté indicado, el grupo alquilo utilizado tiene
de 1 a 8 atomos de carbono. Los grupos "alquilo C;-Cg" incluyen, aunque no de forma limitativa, metilo (Me, -CHs),
etilo (Et, -CH>CHj3), 1-propilo (n-Pr, n-propilo, -CH,CH2CHgs), 2-propilo (i-Pr, i-propilo, -CH(CHz3),), 1-butilo (n-Bu, n-
butilo, -CH,CH2CH,CHg), 2-metil-1-propilo (i-Bu, i-butilo, -CH>,CH(CHs)2), 2-butilo (s-Bu, s-butilo, -CH(CH3)CH>CHj3),
2-metil-2-propilo (t-Bu, t-butilo, -C(CHs)3), 1-pentilo (n-pentilo, -CH,CH2CH2CH,CHg3), 2-pentil (-CH(CH3)CH2CH2CH3),
3-pentil (-CH(CH2CHs),), 2-metil-2-butil (-C(CH3)2CH2CHs), 3-metil-2-butil (-CH(CH3)CH(CHs),), 3-metil-1-butil (-
CHzCHzCH(CHa)z), 2-metil-1-butil (-CHzCH(CHa)CHzCH3), 1-hexil (-CH2CH2CH2CH2CH2CH3), 2-hexil (-
CH(CHs)CH2CH,CH2CHs3), 3-hexil (-CH(CH2CH3)(CH2CH2CHs)), 2-metil-2-pentil (-C(CHsz)2CH>CH2CHs), 3-metil-2-
pentil (-CH(CHs)CH(CHs)CH2CHjs), 4-metil-2-pentil (-CH(CH3s)CH2CH(CHj3),), 3-metil-3-pentil (-C(CHs)(CH2CHs),), 2-
metil-3-pentil  (-CH(CH2CH3)CH(CHs)2),  2,3-dimetil-2-butil  (-C(CH3),CH(CH3),), vy  3,3-dimetil-2-butil (-
CH(CH3)C(CHs)s. Un grupo alquilo puede estar no sustituido o sustituido con uno o mas grupos que incluyen,
aunque no de forma limitativa, -O-(alquilo C1-Csg), arilo, -C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR’, -C(O)NHz, -C(O)NHR', -
C(O)N(R")2 -NHC(O)R', -SO3R’, -S(0O)2R', -S(O)R’, -OH, -halégeno, -N3z, -NH2, -NH(R"), -N(R")2 y -CN; donde cada R’
se selecciona de forma independiente entre -H, alquilo C1-Cg no sustituido y arilo.

El término "alquenilo” se refiere a un hidrocarburo C»-Cis que contiene atomos de carbono normales, secundarios,
terciarios o ciclicos con al menos un sitio de insaturacion, es decir, un doble enlace carbono-carbono, sp2. Los
ejemplos incluyen, aunque no de forma limitativa: etileno o vinilo (-CH=CHy), alilo (-CH,CH=CHy), ciclopentenilo (-
C5H7) Yy 5-hexenilo (-CHzCHzCHzCHzCH:CHz).

El término "alquinilo” se refiere a un hidrocarburo C>-Cis que contiene atomos de carbono normales, secundarios,
terciarios o ciclicos con al menos un sitio de insaturacién, es decir, un doble enlace carbono-carbono, sp. Los
ejemplos incluyen, aunque no de forma limitativa: acetilénico (-C=CH) y propargilo (-CH,C=CH).

El término "alquileno" se refiere a un radical hidrocarburo saturado, de cadena lineal o ramificada o ciclico de 1-18
atomos de carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes derivado mediante la retirada de dos atomos de
hidrégeno de los mismos o dos atomos de carbono diferentes de un alcano precursor. Los alquilenos tipicos
incluyen, aunque no de forma limitativa: metileno (-CH»-) 1,2-etil (-CH2CH>-), 1,3-propil (-CH>.CH>CH>-), 1,4-butil (-
CH2CH2CH,CH_-) y similares.

El término "alquenileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena lineal o ramificada o ciclico de 2-
18 atomos de carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes derivado mediante la retirada de dos atomos
de hidrogeno del mismo o dos atomos de carbono diferentes de un alqueno precursor. Los radicales alquenileno
tipicos incluyen, aunque no de forma limitativa: 1,2-etileno (-CH=CH-).

El término "alquinileno” se refiere a un radical hidrocarburo insaturado, de cadena lineal o ramificada o ciclico de 2-
18 atomos de carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes derivado mediante la retirada de dos atomos
de hidrégeno procedente de atomos de carbono de un alquino precursor. Los radicales alquinileno tipicos incluyen,
aunque no de forma limitativa: acetileno (-C=C-), propargilo (-CH>C=C-) y 4-pentinilo (-CH,CH>CH,C=C-).

El término "arilo" se refiere a un radical hidrocarburo aromatico monovalente de 6-20 atomos de carbono derivado
mediante la retirada de un atomo de hidrogeno de un solo atomo de carbono de un sistema de anillo aromatico
precursor. Algunos grupos arilo se representan en las estructuras a modo de ejemplo como "Ar". Un grupo arilo
puede estar sustituido o no sustituido. Los grupos arilo tipicos incluyen, aunque no de forma limitativa, los radicales
se derivan a partir de benceno, benceno sustituido, fenilo, naftaleno, antraceno, bifenilo y similares. Un arilo puede
estar sustituido con uno o mas grupos incluyendo, aunque no de forma limitativa, alquilo C;-Cg, -O-(alquilo C;1-Cg), -
C(O)R', -OC(O)R', -C(O)OR', -C(O)NHa, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R', -S(0O)2R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -Ns,
-NHa, -NH(R"), -N(R")2 y -CN; en el que cada R’ se selecciona de forma independiente entre H, alquilo C1-Cg y arilo
no sustituido.

El término "arilalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno unidos a un
atomo de carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp3, esta reemplazado por un radical arilo. Los
grupos arilalquilo tipicos incluyen, aunque no de forma limitativa, bencilo, 2-feniletan-1-ilo, 2-fenileten-1-ilo,
naftiimetilo, 2-naftiletan-1-ilo, 2-naftileten-1-ilo, naftobencilo, 2-naftofeniletan-1-ilo y similares. El grupo arilalquilo
comprende 6 a 20 atomos de carbono, por ejemplo, el resto alquilo, incluyendo los grupos alcanilo, alquenilo o
alquinilo, del resto arilalquilo tiene de 1 a 6 &tomos de carbono y el resto arilo tiene de 5 a 14 atomos de carbono.

El término "heteroalquilo” se refiere a un radical alquilo aciclico en el que uno de los atomos de hidrégeno unidos a
un atomo de carbono, normalmente un atomo de carbono terminal o sp3, esta sustituido por un radical heteroarilo.
Los grupos heteroarilalquilo tipicos incluyen, aunque no de forma limitativa, 2-bencimidazoliimetilo, 2-furiletilo, y
similares. El grupo heteroarilalquilo comprende 6 a 20 atomos de carbono, por ejemplo, el resto alquilo, incluyendo
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los grupos alcanilo, alquenilo o alquinilo, del grupo heteroarilalquilo tiene de 1 a 6 a&tomos de carbono y el resto
heteroarilo tiene de 5 a 14 atomos del anillo, normalmente 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, Py S,
siendo el resto atomos de carbono. el resto heteroarilo del grupo heteroarilalquilo puede ser un monociclo que tiene
de 3 a 7 miembros del anillo (2 a 6 atomos de carbono) o un biciclo que tiene 7 a 10 miembros del anillo (4 a 9
atomos de carbono) y 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, P y S, por ejemplo: un sistema biciclo [4,5],
[5,5], [5,6], o [6,6].

El término "arileno" se refiere a un grupo arilo que tiene dos enlaces covalentes y puede estar en las configuraciones
para, meta, u orto como se muestra en las siguientes estructuras:

p O

20 . ?

2

en las que el grupo fenilo puede estar sustituido o no sustituido o sustituido con hasta cuatro grupos que incluyen,
aunque no de forma limitativa, alquilo C1-Cg, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo, -C(O)R', -OC(O)R’, -C(O)OR', -C(O)NH_, -
C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R', -S(O):R', -S(O)R', -OH, -halégeno, -N3, -NH3, -NH(R"), -N(R")2 y -CN; en el que
cada R’ se selecciona de forma independiente entre H, alquilo C1-Cg y arilo.

Las expresiones "alquilo sustituido", "arilo sustituido", y "arilalquilo sustituido" se refieren a alquilo, arilo, y arilalquilo,
respectivamente, en el que uno o mas atomos de hidrégeno se sustituyen, cada uno independientemente, con un
sustituyente. Los sustituyentes tipicos incluyen, aunque no de forma limitativa, -X, -R, -O, -OR, -SR, -S’, -NRz, -NR3,
=NR, -CX3, -CN, -OCN, -SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO2, =Nz, -N3, NRC(=0)R, -C(=0O)R, -C(=O)NR2, -SO3’, -SO3H,
-S(=0)2R, -OS(=0).0R, -S(=0):NR, -S(=0)R, -OP(=0)(OR),, -P(=0)(OR)2, -PO’3, -PO3H;, -C(=O)R, -C(=0)X, -
C(S)R, -COzR, -CO7, -C(=S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -C(=0)NR2, -C(=S)NR2, y -C(=NR)NR2, en donde cada X es,
de forma independiente, un halégeno: F, Cl, Br o I; y cada R es independientemente -H, alquilo -C,-Cis, arilo Cg-Cay,
heterociclo C3-C14, Un grupo protector o resto profarmaco. Los grupos alquileno, alquenileno y alquinileno tal como
se han descrito anteriormente también se pueden sustituir de forma similar.

Los términos "heteroarilo" y "heterociclo” se refieren a un sistema de anillo en el que uno o0 mas atomos del anillo es
un heteroatomo, por ejemplo, nitrégeno, oxigeno, fosfato y azufre. El radical heterociclo comprende 1 a 20 atomos
de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, P, y S. Un heterociclo puede ser un monociclo que tiene
3 a 7 miembros del anillo (2 a 6 atomos de carbono y 1 a 3 heteroatomos seleccionados entre N, O, P, y S) 0 un
biciclo que tiene de 7 a 10 miembros del anillo (de 4 a 9 atomos de carbono y de 1 a 3 heteroatomos seleccionados
entre N, O, P,y S), por ejemplo: un sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6], 0 [6,6]. Se describen heterociclos en Paquette,
"Principles of Modern Heterocyclic Chemistry" (W.A. Benjamin, Nueva York, 1968), particularmente Capitulos 1, 3, 4,
6, 7,y 9; "The Chemistry of Heterocyclic Compounds, A Series of Monographs" (John Wiley & Sons, Nueva York,
1950 hasta la actualidad), en particular los Volumenes 13, 14, 16, 19y 28; y J. Am. Chem. Soc. 82:5566 (1960).

Los ejemplos de heterociclos incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacidn, piridilo, dihidropiridilo, tetrahidropiridilo
(piperidilo), tiazolilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiofenilo oxidado con azufre, pirimidinilo, furanilo, tienilo, pirrolilo,
pirazolilo, imidazolilo, tetrazolilo, benzofuranilo, tianaftalenilo, indolilo, indolenilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
benzoimidazolilo, piperidinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, 2-pirrolidonilo, pirrolinilo, tetrahidrofuranoilo, bis-
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, bis-tetrahidropiranilo, tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
decahidroquinolinilo, octahidroisoquinolinilo, azocinilo, triazinilo, 6H-1,2,5-tiadiazinilo, 2H,6H-1,5,2-ditiazinilo, tienilo,
tiantrenilo, piranilo, isobenzofuranilo, cromenilo, xantenilo, fenoxatinilo, 2H-pirrolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, pirazinilo,
piridazinilo, indolizinilo, isoindolilo, 3H-indolilo, 1H-indazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, ftalazinilo, natftiridinilo,
quinoxalinilo, quinazolinilo, cinnolinilo, pteridinilo, 4aH-carbazolilo, carbazolilo, B-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo,
pirimidinilo, fenantrolinilo, fenazinilo, fenotiazinilo, furazanilo, fenoxazinilo, isocromanilo, cromanilo, imidazolidinilo,
imidazolinilo, pirazolidinilo, pirazolinilo, piperazinilo, indolinilo, isoindolinilo, quinuclidinilo, morfolinilo, oxazolidinilo,
benzotriazolilo, benzoisoxazolilo, oxindolilo, benzoxazolinilo, e isatinoilo.

a modo de ejemplo y no de limitacién, los heterociclos unidos a carbonos se unen en las siguientes posiciones:
posicion 2, 3, 4, 5, 0 6 de una piridina; posicion 3, 4, 5, 0 6 de una piridazina; posicion 2, 4, 5, 0 6 de una pirimidina;
posicion 2, 3, 5, 0 6 de una pirazina; posicion 2, 3, 4, o 5 de un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o
tetrahidropirrol; posicién 2, 4, o 5 de un oxazol, imidazol o tiazol; posicion 3, 4, 0 5 de un isoxazol, pirazol, o isotiazol;
posicién 2 o 3 de una aziridina; posicién 2, 3, o 4 de una azetidina; posicién 2, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 de una quinolina; o la
posicion 1, 3, 4, 5, 6, 7, u 8 de una isoquinolina. De forma aln mas tipica, los heterociclos unidos a carbono incluyen
2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo, 5-piridilo, 6-piridilo, 3-piridazinilo, 4-piridazinilo, 5-piridazinilo, 6-piridazinilo, 2-
pirimidinilo, 4-pirimidinilo, 5-pirimidinilo, 6-pirimidinilo, 2-pirazinilo, 3-pirazinilo, 5-pirazinilo, 6-pirazinilo, 2-tiazolilo, 4-
tiazolilo y 5-tiazolilo.

A modo de ejemplo y no de limitacién, los heterociclos unidos a nitrégeno estan unidos en la posiciéon 1 de una
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aziridina, azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina, 3-imidazolina,
pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperazina, indol, indolina, o 1H-indazol; posiciéon 2 de un
isoindol o isoindolina; posiciéon 4 de una morfolina; y posicion 9 de un carbazol o B-carbolina. De forma ain mas
tipica, los heterociclos unidos a nitrogeno incluyen 1-aziridilo, 1-azetedilo, 1-pirrolilo, 1-imidazolilo, 1-pirazolilo y 1-
piperidinilo.

El término "carbociclo" se refiere a un anillo saturado o insaturado que tiene 3 a 7 atomos de carbono como un
monociclo o 7 a 12 atomos de carbono como un biciclo. Los carbociclos monaociclicos tienen de 3 a 6 4tomos de
anillo, ain mas normalmente 5 o 6 atomos de anillo. Los carbociclos biciclicos tienen de 7 a 12 atomos de anillo, por
ejemplo, dispuestos como un sistema biciclo [4,5], [5,5], [5,6] o [6,6], 0 9 0 10 atomos del anillo dispuestos como un
sistema biciclo [5,6] o [6,6]. Los ejemplos de carbociclos monaociclicos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
1-ciclopent-1-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-ciclohex-1-enilo, 1-ciclohex-2-enilo, 1-
ciclohex-3-enilo, cicloheptilo y ciclooctilo.

Un "carbociclo C3-Cg" es un anillo carbociclico de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 miembros, saturado o insaturado, no aromatico.
Los carbociclos C3-Cg representativos incluyen, aunque no de forma limitativa, -ciclopropilo, -ciclobutilo, -ciclopentilo,
-ciclopentadienilo, -ciclohexilo, -ciclohexenilo, -1,3-ciclohexadienilo, -1,4-ciclohexadienilo, -cicloheptilo, -1,3-
cicloheptadienilo, -1,3,5-cicloheptatrienilo, -ciclooctilo y -ciclooctadienilo. Un grupo “"carbociclo C3-Cg" puede estar
sustituido 0 no sustituido con uno o mas grupos que incluyen, aunque no de forma limitativa, alquilo C;-Cg, -O-
(alquilo C1-Cg), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH>, -C(O)NHR', -C(O)N(R’)2, -NHC(O)R’, -S(O):R’, -
S(O)R’, -OH, -halégeno, -N3, -NH>, -NH(R'), -N(R’)2 y -CN; donde cada R’ se selecciona independientemente entre
H, alquilo C4-Cg y arilo.

Un "carbociclo C3-Cg" se refiere a un grupo carbociclo Cs-Cg definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo carbociclo esta sustituido con un enlace.

Un "alquileno C1-C10" es un grupo hidrocarburo saturado de cadena lineal, de férmula -(CH2)1-10-. LoS ejemplos de
alquileno -C;1-Cq0- incluyen metileno, etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, octileno, nonileno y
decaleno.

Un "heterociclo C3-Cg" se refiere a un carbociclo C3-Cg aromatico o no aromatico en el que uno a cuatro de los
atomos de carbono del anillo estan sustituidos de forma independiente con un heteroatomo del grupo que consiste
en O, Sy N. Los ejemplos representativos de un heterociclo Cs3-Cg incluyen, aunque no de forma limitativa,
benzofuranilo, benzotiofeno, indolilo, benzopirazolilo, cumarinilo, isoquinolinilo, pirrolilo, tiofenilo, furanilo, tiazolilo,
imidazolilo, pirazolilo, triazolilo, quinolinilo, pirimidinilo, piridinilo, piridonilo, pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo,
isoxazolilo y tetrazolilo. Un heterociclo C3-Cg puede estar sustituido o no sustituido con hasta siete grupos que
incluyen, aunque no de forma limitativa, alquilo C1-Cs, -O-(alquilo C1-Csg), -arilo, -C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’,-
C(O)NHz, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2, -NHC(O)R’, -S(0O)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -Ns, -NH>, -NH(R"), -N(R’)2 y -CN;
en el que cada R’ se selecciona de forma independiente entre H, alquilo C1-Cg y arilo.

"Heterociclo C3-Cg" se refiere a un grupo heterociclo C3-Cg definido anteriormente en el que uno de los atomos de
hidrégeno del grupo carbociclo esta sustituido con un enlace. Un heterociclo -C3-Cg puede estar sustituido o no
sustituido con hasta seis grupos que incluyen, aunque no de forma limitativa, alquilo C;-Cg, -O-(alquilo C1-Cs), -arilo,
-C(O)R’, -OC(O)R’, -C(O)OR’, -C(O)NH>, -C(O)NHR', -C(O)N(R")2 -NHC(O)R’, -S(O)2R’, -S(O)R’, -OH, -halégeno, -
N3, -NH2, -NH(R'), -N(R’)2 y -CN; en el que cada R’ se selecciona de forma independiente entre H, alquilo C;-Cg y
arilo.

La frase "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal organica o inorganica farmacéuticamente de un
conjugado de ligando farmaco o un conjugado de enlazador farmaco. Los conjugados pueden contener al menos un
grupo amino, y, de acuerdo con ello, se pueden formar sales de adicidon de &cidos con el grupo amino. Las sales
ilustrativas incluyen, aunque no de forma limitativa, sales de sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro,
yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanato,
pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato,
formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluensulfonato y pamoato [es
decir, 1,1’ metilen bis -(2 hidroxi 3 naftoato)). Una sal farmacéuticamente aceptable puede implicar la inclusién de
otra molécula tal como un ion acetato, un ion succinato u otro contraion. El contraiéon puede ser cualquier resto
organico o inorganico que estabilice la carga del compuesto precursor. Ademas, una sal farmacéuticamente
aceptable puede tener mas de un atomo cargado en su estructura. Los casos en los que multiples atomos cargados
son parte de la sal farmacéuticamente aceptable pueden tener multiples contraiones. De este modo, una sal
farmacéuticamente aceptable puede tener uno o mas atomos cargados y/ uno o mas contraiones.

Las frases "solvato farmacéuticamente aceptable” o "solvato" se refiere a una asociacion de una o mas moléculas de
disolvente y un conjugado de ligando farmaco o conjugado de enlazador farmaco. Los ejemplos de disolventes que
forman solvatos farmacéuticamente aceptables incluyen, aunque no de forma limitativa, agua, isopropanol, etanol,
metanol, DMSO, acetato de etilo, acido acético y etanolamina.
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Los ejemplos de un "paciente" o "sujeto" incluyen, aunque no de forma limitativa, un ser humano, rata, ratdén, cobaya,
mono, cerdos, cabras, vaca, caballo, perros, gatos, pajaros y aves. En una realizacion ilustrativa, el individuo o
sujeto es un ser humano.

Los términos "tratar" o "tratamiento", a no ser que el contexto indique otra cosa, se refieren tanto a un tratamiento
terapéutico y profilactico como a medidas preventivas, cuyo objeto es prevenir o ralentizar (disminuir) un cambio o
trastorno fisioldgico indeseado, como el desarrollo o proliferacion del cancer. Los beneficios o resultados clinicos
deseados incluyen, aunque no de forma limitativa, alivio de sintomas, disminucion de la extensién de una
enfermedad, patologia estabilizada (es decir, sin empeoramiento), retraso o ralentizaciéon en la evolucién de la
enfermedad, mejora o paliacion de la patologia, y remisién (tanto parcial como total), ya sea detectable o
indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en comparacién con la supervivencia
esperada si no se recibiera tratamiento. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya padecen la
afeccion o trastorno asi como aquellos propensos a tener la afeccion o trastorno o aquellos en los que se quiera
prevenir la afeccioén o trastorno.

En el contexto del cancer, el término "tratamiento" incluye cualquiera o todos de: evitar el crecimiento de células
tumorales, células cancerosas, o de un tumor; evitar la replicacion de las células tumorales o las células cancerosas,
disminuir la carga tumoral total o disminuir el nimero de células cancerosas, y mejorar uno o mas de los sintomas
asociados con la enfermedad.

En el contexto de una enfermedad autoinmunitaria, el término "tratamiento” incluye cualquiera o todos de: evitar la
replicacién de las células asociadas con una patologia autoinmunitaria incluyendo, aunque no de forma limitativa, las
células que producen un anticuerpo autoinmune, disminuir la carga de anticuerpo autoinmune y mejorar uno 0 mas
sintomas de una enfermedad autoinmune.

En el contexto de una enfermedad infecciosa, el término "tratamiento" incluye cualquiera o todos de: evitar el
crecimiento, la multiplicacién o la replicacién del patégeno que produce la enfermedad infecciosa y mejorar uno o
mas sintomas de una enfermedad infecciosa.

En el presente documento se utilizan las siguientes abreviaturas: MMAE es mono-metil auristatina E (PM 718);
MMAF es N-metilvalina-valina-dolaisoleucina-dolaproina-fenilalanina (PM 731,5); AEVB es auristatina E valeril
bencilhidrazona, un enlazador labil a acido a través del extremo C de AE (PM 732); DMSO es dimetilsulféxido; DMF
es N,N dimetilformamida; HPLC es cromatografia liquida de alta presion, THF es tetrahidrofurano; y Mc-OSu es el
éster de maleimidocaproil N-hidroxisuccimidilo.

Conjugados de ligandos farmacos

La presente ensefianza se obtiene de una serie de compuestos de farmaco enlazador y compuestos conjugados que
contienen un compuesto de farmaco (-D) y una unidad de enlazador que comprende una unidad de glucurénido (-W-
). Los compuestos de farmaco-enlazador son Utiles como entidades individuales, o se pueden conjugar con ligandos)
L, en algunas realizaciones, anticuerpos). La unidad de enlazador puede funcionar para proporcionar una liberacion
dirigida adecuada, de un(os) compuesto(s) de farmaco(s). Ademas, algunas unidades de enlazador pueden tener
multiples farmacos unidos (por ejemplo, uno a cuatro farmacos unidos se pueden representar como -LU-(D)1-4).

En un grupo de realizaciones, los compuestos conjugados de ligando farmaco en general comprenden la siguiente
formula I:

AW, Y, D)
|

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, en la que:

L- es una unidad de ligando,

-Aa-Wyu-Yy- es una unidad de enlazador (LU),

-A- una unidad ensanchadora opcional,

aes0,102,

cada -W- es, de forma independiente, una unidad de glucurénido,
W es un numero entero comprendido entre 1y 2,

-Y- es una unidad separadora autoinmolable,

yesO0,102,

p variade 1a?20,y

-D es una unidad de farmaco.
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En algunas realizaciones,aes0o01,wes 1, eyes0,10 2. Enalgunas realizaciones,aes0o1l,wesl,eyes0o
1. En algunas realizaciones, a es 0, w es 1, e y es 0. En algunas realizaciones,aes 0o 1, wes 1, ey es 1. En
algunas realizaciones, a es 1, w es 1, e y es 0. En algunas realizaciones, a es 1, w es 1, e y es 1. En algunas
realizaciones,pes1a10,1a8,1a6,1a4,6,4o02. Cada una de estas unidades se describe con mas detalle en el
presente documento.

Unidades de enlazador

Una "unidad de enlazador" (LU) es un compuesto bifuncional que se puede usar para enlazar una unidad de farmaco
y una unidad de ligando para formar un compuesto conjugado de ligando farmaco (denominado también compuesto
conjugado de ligando-enlazador-farmaco), con una unidad de farmaco para formar una unidad de enlazador-
farmaco, o que es util en la formacién de inmunoconjugados. En algunas realizaciones, la unidad de enlazador tiene
la formula:

-Aa-Wy-Yy-
en la que:

-A- una unidad ensanchadora opcional,

aes0,102,

cada -W- es, de forma independiente, una unidad de glucurénido,

W es un numero entero comprendido entre 1y 2,

-Y- es una unidad separadora autoinmolable opcional, e

yesO0,102.

En algunas realizaciones, aes0o01,wes 1, eyes 0,10 2. Enalgunas realizaciones,aes0o1l,wesl,eyes0o
1.

La unidad de glucurénido

La unidad de glucurénido (-W-) enlaza una unidad ensanchadora con una unidad separador si estan presentes las
unidades de estiramiento y separadoras, enlaza una unidad ensanchadora con el resto del farmaco si esta ausente
la unidad separadora, y enlaza la unidad del ligando con la unidad del farmaco si estan ausentes las unidades de
estiramiento y separadora. La unidad de glucurénido incluye un sitio que se escinde mediante una enzima -
glucuronidasa.

En algunas realizaciones, la unidad de glucurénido comprende un resto azlcar (Su) enlazado mediante un enlace
glucésido (-O") a un grupo autoinmolable (Z) de la férmula:

-[Su-0’-Z]- lla

El enlace glucosidico (-O’-) es normalmente un sitio de enlace a la B-glucuronidasa, tal como una union escindible
por una B-glucuronidasa lisosémica humana.

En el contexto de una unidad de glucurénido, el término "grupo autoinmolable” se refiere a un resto quimico di o
trifuncional que es capaz de unirse covalentemente junto a dos o tres restos quimicos separados (es decir, el resto
azucar (mediante un enlace glucosidico), una unidad de farmaco (directa o indirectamente mediante una unidad
separadora), y, en algunas realizaciones, una unidad de ligando (directa o indirectamente mediante una unidad
ensanchadora en una molécula estable. El grupo autoinmolable se separara de forma espontanea del primer resto
guimico (por ejemplo, la unidad separadora o la unidad de farmaco) si se escinde su unién al resto de azucar.

En algunas realizaciones, el resto de azUcar (Su es hexosa ciclica, tal como piranosa, 0 una pentosa ciclica, tal
como una furanosa. En algunas realizaciones, la piranosa es un glucurénido o hexosa. El resto de azlcar esta
normalmente en la conformacién B-D. En una realizacién especifica, la piranosa es un resto p-D-glucurénido (es
decir, un acido B-D-glucurdnico unido a un grupo Z autoinmolable mediante un enlace glucosidico que es escindible
por la B-glucuronidasa). En algunas realizaciones, el resto de azlcar no esta sustituido (por ejemplo, una hexosa
ciclica o pentosa ciclica que se produce naturalmente). En otras realizaciones, el resto de azlcar puede ser un -D-
glucurénido sustituido (es decir, acido glucuronico sustituido con uno o mas grupos, tales como hidrégeno, hidroxilo,
halégeno, azufre, nitrégeno o alquilo inferior.

En algunas realizaciones, el grupo Z autoinmolable es una unidad de alcohol p-aminobencilico (PAB), como se
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describe adicionalmente en el presente documento. Se conocen en la técnica otros grupos autoinmolables
adecuados.

En algunas realizaciones, la unidad de glucurénido tiene una de las siguientes férmulas:

Su
R O}zq \O 0,)27
R R
Su
~0 R R R
b lic
en las que S es un resto de azucar, el enlace glucosidico comprende el enlace de oxigeno entre Su y el grupo Z
autoinmolable, y cada R es, de forma independiente, hidrégeno, halo (por ejemplo, cloro, bromo, fltor, etc.), -CN, -
NO2, u otro grupo aceptor o donante de electrones, con la condicién de que la unidad de glucurénido (y Z en
particular) experimente autoinmolacion tras la escision del enlace glucosidico. En algunas realizaciones, cada R es,

de forma independiente, hidrégeno, halo (por ejemplo, cloro, bromo, flGor, etc.), -CN o -NO,.

En algunas realizaciones, la unidad de glucurénido tiene una de las siguientes férmulas:

S Su s
R O o ©
R R
Su
~0 R R R
HN?; HN?;
iid lle

en las que S es un resto de azUcar, el enlace glucosidico (-O’-) comprende el enlace de oxigeno entre Su y el grupo
Z autoinmolable, y cada R e, de forma independiente, hidrégeno.

En algunas realizaciones, el grupo (Z) autoinmolable esta unido covalentemente al resto de azlcar, a la unidad de
farmaco (directa o indirectamente mediante la(s) unidad(es) separadora(s) y a la unidad de ligando (directa o

indirectamente mediante la(s) unidad(es) de estiramiento)). En algunas realizaciones, un conjugado enlazador de
farmaco tiene la siguiente férmula:

Su-0’-Z - Yy-D

I
Aa nf

enlaque Su, O, Z, Y, vy, D, Ay a se definen como anteriormente. Normalmente de 1 a 20 de dichos conjugados de
farmaco enlazador pueden unirse a la unidad de ligando.

En algunas realizaciones, un compuesto conjugado de ligando farmaco (por ejemplo, un conjugado de anticuerpo
farmaco (ADC)) que comprende la unidad de glucurénido tiene una de las siguientes formulas:

13
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/Yy —_— D SU\O O/Yy—-D

R 0O
R R
S"'\O R R R
HN
HN “~Ag——
SAa—L AL
g Ith

enlaque Su, Y,y D, A a, RyL se definen como se ha descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, un compuesto conjugado de ligando farmaco que comprende la unidad de glucurénido
tiene la siguiente formula:

D
Yy —
o

™~

HN
“Aa—t, i

enlaque Su, Y, y, D, A ayL se definen como se ha descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, un compuesto conjugado de ligando farmaco que comprende la unidad de glucurénido
tiene la siguiente formula:

Y~
OH o P
On HO

c6HO ©

HN
Spa— L Ilj

enlaqueY,y, D, A ayL soncomo se han definido anteriormente.

En algunas realizaciones, un compuesto conjugado de ligando farmaco que comprende la unidad de glucurénido
tiene la siguiente formula:

oYy
OH Q
OH HO

coH® ©

HN\H/\’H\WL

o ik
enlaqueY,y, DyL se definen como se ha descrito anteriormente.

En algunas realizaciones, un compuesto conjugado de ligando farmaco que comprende la unidad de glucurénido
tiene la siguiente formula:
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1
0" D
on " Ho [ |
COzHO > HN 3
0

en la que D es como se ha descrito anteriormente y mAb es un anticuerpo monoclonal.

mAb

IIm

En otro grupo de realizaciones, la unidad de ligando esta unida (directa o indirectamente) al resto azucar (S), que
esta unido al grupo (Z) autoinmolable que esta unido (directa o indirectamente) a la unidad de farmaco, de acuerdo
con la siguiente formula.

L-[Aa-[Su-O-Zlw-Yy-D],  lIn

en la que A, a, Su, O, Z, w, Y, y, D y L se definen como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, el resto de
azlcar (Su) puede estar unido directamente a la unidad de ligando o indirectamente mediante una unidad
ensanchadora. El grupo (Z) autoinmolable puede estar unido directamente a la unidad de farmaco o indirectamente
mediante una unidad separadora.
En realizaciones relacionadas, un compuesto de farmaco-enlazador tiene la siguiente férmula:

Aa-[Su-O'-Z]w-Yy-D llo

en la que A, a, Su, O, Z, w, Y, y y D son como se ha definido anteriormente. Normalmente de 1 a 20 de dichos
compuestos de farmaco pueden estar unidos a la unidad de ligando.

La unidad ensanchadora

La unidad ensanchadora (-A-), cuando esta presente, es capaz de unir una unidad de ligando con una unidad de
glucurénido (-W-). En este sentido, una unidad de ligando (L) tiene un grupo funcional que puede formar un grupo
funcional de un ensanchador. Los grupos funcionales Utiles que pueden estar presentes en una unidad de ligando,
tanto naturalmente como mediante manipulacién quimica incluyen, aunque no de forma limitativa, sulfidrilo (-SH),
amino, hidroxilo, carboxi, el grupo hidroxilo andémero de un hidrato de carbono, y carboxilo. En algunas realizaciones,
los grupos funcionales de la unidad de ligando son sulfhidrilo y/o amino. Se pueden generar grupos sulfhidrilo
mediante reduccion de un enlace disulfuro intramolecular de un ligando. Se pueden generar también grupos
sulfhidrilo mediante la reaccion de un grupo amino de un resto de lisina de un ligando utilizando 2-iminotiolano
(reactivo de Traut) u otro reactivo generador de sulfhidrilos.

En una realizacion, la unidad ensanchadora forma un enlace con un atomo de azufre de la unidad de ligando. Se
puede derivar el atomo de azufre de un grupo sulfhidrilo de un ligando. Las unidades ensanchadoras representativas
de esta realizacién se representan graficamente en los corchetes de las férmulas llla y llib, donde L-, -W-, -Y-, -D, w
e y son como se ha definido anteriormente, y Ri7 es un enlace directo o seleccionado de alquileno C;-Cio, -
carbociclo Cs-Cs, -O-(alquilo C1-Cs), -arileno-, -alquileno-arileno C1-Cio, -arileno-C1-Ci1o alquileno-, -alquileno C;-Cio-
(carbociclo C3-Cg)-, -(carbociclo C3-Cg)-alquileno C;1-Cio-, -heterociclo Cs-Cs, -alquileno C1-Cio-(heterociclo Cs-Csg)-, -
(heterociclo Cs3-Cg)-alquileno C1-C1o-, -(CH2CH20),-, -(CH2CH20),-CH>-, y -(CH2CH,0),CH,-CH>-; y r es un entero
gue varia entre 1-10. Debe entenderse a partir de todas las realizaciones ilustrativas de Férmula I, tales como IlI-VI,
que incluso no se han denotado de forma expresa, que de 1 a 20 restos de farmacos se unen a una unidad de
ligando (p = 1-20).
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0O

N=RT7-C(O)z1W,;—Y,~D

0 Ilia

H;~ CONH—R""=C(O)gT W= Y,—D
IIib

Una unidad ensanchadora ilustrativa es la de la Formula llla en la que RY es -(CH2)s-:

ey

Otra unidad ensanchadora ilustrativa es la de la Formula llla en la que R* es -(CH2CH20),-CH.-; y r es 2:

0
§ NSO Sn,
SRaat

Otra unidad ensanchadora ilustrativa es la de la Formula llla en la que RY es -(CH2CH20),CH2-CH»-; y r es 2:

o,

o)

Otra unidad ensanchadora ilustrativa es la de la Formula llla en la que RY es -(CH2CH20)-CH2-CHz-; y res 2

% N/\/O\/\ 0/\)‘1

O

Otra unidad ensanchadora adicional en la de la Férmula lllb en la que RY es -(CH2)s-:

@J\Nmﬁ

En otra realizacién, La unidad ensanchadora esta unida al ligando mediante un enlace disulfuro entre un atomo de
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azufre de la unidad de ligando y un atomo de azufre de la unidad ensanchadora. Una unidad ensanchadora
representativa de esta realizacion se representa entre los corchetes de la Férmula IV, en la que Ri7, L-, -W-, -Y-, -D,
w e y son tal como se ha definido anteriormente.

l+-S—R! 7—C(O)—}Ww—Yy*—D
v

En otra realizacién mas, el grupo reactivo de la unidad ensanchadora contiene un sitio reactivo que puede formar un
enlace con un grupo amino primario o secundario de un ligando. Los ejemplos de estos sitios reactivos incluyen,
aunque no de forma limitativa, ésteres activados tales como ésteres de succinimida, ésteres de 4-nitrofenilo, ésteres
de pentafluorofenilo, ésteres de tetrafluorofenilo, anhidridos, cloruros acidos, cloruros de sulfonilo, isocianatos e
isotiocianatos. Las unidades ensanchadoras representativas de esta realizacion se representan graficamente entre
los corchetes de las formulas Va y Vb, en la que -Ri7-, L-, -W-, -Y-, -D, w e y son tal como se ha definido
anteriormente;

——~C(ONH—R'~C(O)—W,,~Y,— D

Va

S
I
l—{~C-NH-R"’-C(0)~—W,,—Y,—D

Vb

En algunas realizaciones, el grupo reactivo del ensanchador contiene un sitio reactivo que es reactivo con un grupo
de hidratos de carbono modificado (-CHO) que puede estar presente en un ligando. Por ejemplo, un hidrato de
carbono se puede oxidar suavemente utilizando un reactivo como peryodato de sodio y la unidad (-CHO) resultante
del hidrato de carbono oxidado se puede condensar con una unidad ensanchadora de forma que contenga una
funcionalidad como una hidrazida, una oxima, una amina primaria o secundaria, una hidrazina, una
tiosemicarbazona, un carboxilato de hidrazina, y una arilhidrazida tal como las descritas por Kaneko et al., 1991,
Bioconjugate Chem. 2:133 41. de acuerdo con otro ejemplo, se puede preparar un hidrato de carbono modificado
mediante aminacién reductora. Las unidades ensanchadoras representativas de la presente realizacion se
representan entre los corchetes de las Férmulas Vla, VIb, y Vlc, en la que -Ri7-, L-, -W-, -Y-, -D, w e y son tal como
se ha definido anteriormente.
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L ==N-NH—R'-C(O)+—W,,—Y,—D

- VIa
:
L ==N-O—R"-C(O)—Wy—Y, D
- VIb
r /|
L —=N-NH—C—R"-C(0)+-W,,~Y,-D
- Vie

La unidad separadora

La unidad separadora (-Y-), cuando esta presente, une una unidad de glucurénido al resto del farmaco. En algunas
realizaciones, la(s) unidad(es) separadora(s) es un separador autoinmolable. En este contexto, la expresion
"separador autoinmolable" se refiere a un resto quimico bifuncional que es capaz de unir covalentemente de forma
conjunta dos restos quimicos separados en una molécula tripartita normalmente estable. Esta se separara
espontaneamente del segundo resto quimico si su unién al primer resto se escinde.

En algunas realizaciones, -Y- esta unido a -Ww- mediante el atomo de carbono del metileno del grupo
autoinmolable, y se une vinculado directamente a D mediante un grupo carbonato, carbamato o éter. Sin pretender
quedar vinculado a teoria 0 mecanismo alguno, El Esquema 1 representa un mecanismo de liberacion del farmaco
de un enlazador basado en glucurénido que esta unido directamente a D mediante un grupo carbonato.

En algunas realizaciones, -Yy- es una unidad de alcohol p-aminobencilico (véanse, por ejemplo, los Esquemas 1y 2,
posteriormente) cuya parte de fenileno esta sustituida con Qm en el que Q es alquilo C1-C8, -O-(alquilo C1-C8),
halégeno, nitro o ciano; y m es un nimero entero que varia entre 0-4. En otra realizacion, -Yy- puede ser un grupo
carbonato.

Otros ejemplos de separadores autoinmolables incluyen, aunque no de forma limitativa, compuestos aromaticos que
son electrénicamente similares al grupo PAB, tales como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (véase por
ejemplo, Hay et al., 1999, Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237) y orto o para-aminobencilacetales. pueden usarse
separadores que se someten a ciclacion tras la hidrolisis del enlace amida, tales como amidas de &cido 4-
aminobutirico sustituidas y no sustituidas (véase, por ejemplo, Rodrigues et al., 1995, Chemistry Biology 2:223),
sistemas de anillos biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2] (véase, por ejemplo, Storm et al., 1972, J. Amer. Chem. Soc.
94:5815) y amidas del acido 2-aminodfenilpropiénico (véase, por ejemplo, Amsberry et al., 1990, J. Org. Chem.
55:5867). Eliminacion de farmacos que contienen aminas que estan sustituidos en la posicion a de la glicina (véase,
por ejemplo, Kingsbury et al., 1984, J. Med. Chem. 27:1447) son también ejemplos de separadores autoinmolables.

En una realizacion, la unidad separadora es una unidad de bis(hidroximetil)estireno ramificada (BHMS) como se
representa en el siguiente Esquema, que se puede usar para incorporar y liberar multiples farmacos.

Qn  CHO(GO)D

LAy —NH— ) //~CHo(O(C(O))y-D

Escision
enzimatica

2 farmacos
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en la que Q es alquilo C;-Cg, -O-(alquilo C1-Cg), -halégeno, nitro o ciano; m es un nimero entero que varia entre 0-4;
nes 00 1;yp varia entre 1 y 20. En una realizacion, los restos D son iguales. En otra realizacién mas, los restos D
son diferentes.

Se divulgan otras unidades separadoras adecuadas en la patente de Estados Unidos publicada con el n. 7.498.298.

La unidad de ligando

Una unidad de ligando incluye en su alcance cualquier molécula que se une 0 se asocia reactivamente o compleja
con un receptor, antigeno u otro resto receptor asociado con una célula o poblacién de células diana dada. En un
aspecto, la unidad de ligando actla para administrar una unidad de farmaco (posteriormente) a la célula o poblacion
de células diana concreta con la cual reacciona la unidad de ligando. Dichas unidades de ligando incluyen, aunque
no de forma limitativa, proteinas de peso molecular grande tales como, por ejemplo, anticuerpos de longitud
completa, fragmentos de anticuerpo, proteinas, polipéptidos o péptidos de pequefio peso molecular, lectinas,
glucoproteinas, no péptidos, vitaminas, moléculas vehiculoas de nutrientes, y cualquier otra molécula o sustancia de
union a célula.

Las proteinas, polipéptidos, o ligandos peptidicos no inmunorreactivos Utiles incluyen, aunque no de forma limitativa,
transferrina, factores de crecimiento epidérmico ("EGF"), bombesina, gastrina, péptido liberador de gastrina, factor
de crecimiento derivado de plaquetas, IL-2, IL-6, factores de crecimiento transformantes ("TGF"), tales como TGF-a
y TGF-B3, factor de crecimiento de vaccinia ("VGF"), insulina y factores de crecimiento | y Il de tipo insulina, lectinas,
somatostatinas y apoproteinas procedentes de una lipoproteina de baja densidad.

Los anticuerpos policlonales utiles son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpos, tales como aquellas
derivadas de los sueros de animales inmunizados. Para la produccién de anticuerpos policlonales contra un antigeno
de interés pueden utilizarse diversos procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, para la produccion
de anticuerpos policlonales, se pueden inmunizar diversos hospedadores animales mediante inyecciéon con un
antigeno de interés o uno de sus derivados, incluyendo, aunque no de forma limitativa, conejos, ratones, ratas, y
cobayas. Se pueden utilizar diversos adyuvantes para aumentar la respuesta inmunologica, dependiendo de la
especie hospedadora, e incluyen, aunque no de forma limitativa adyuvante de Freund (completo e incompleto), geles
minerales tales como hidroxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos,
polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianinas de lapa californiana, dinitrofenol, y adyuvantes humanos
potencialmente Utiles tales como BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y corynebacterium parvum. Son bien conocidos
también en la materia dichos adyuvantes.

Los anticuerpos monoclonales Utiles son poblaciones homogéneas de anticuerpos para un determinante antigénico
concreto (por ejemplo, un antigeno celular (tal como un antigeno de células cancerosas o autoinmunitarias), un
antigeno virico, un antigeno microbiano, una proteina, un péptido, un hidrato de carbono, un compuesto quimico, un
acido nucleico o sus fragmentos de union a antigeno). Se puede preparar un anticuerpo monoclonal (mAb) de un
antigeno de interés utilizando cualquier técnica conocida en la materia. Estas incluyen, aunque no de forma
limitativa, la técnica del hibridoma originalmente descrita por Kohler y Milstein (1975, Nature 256, 495-497), la
técnica del hibridoma los linfocitos B humanos (Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72), y la técnica del
hibridoma del VEB (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96).
Dichos anticuerpos pueden ser de cualquier clase de inmunoglobulina incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, e IgD y
cualquiera de sus subclases. El hibridoma que produce los mAb de uso en la presente invencién puede cultivarse in
vitro o in vivo.

Los anticuerpos monoclonales Utiles incluyen, aunque no de forma limitativa, anticuerpos monoclonales humanos,
anticuerpos monoclonales humanizados, anticuerpos monoclonales quiméricos y fragmentos de anticuerpos
funcionalmente activo. Se pueden preparar anticuerpos monoclonales humanos mediante cualquiera de numerosas
técnicas conocidas en la materia (véanse, por ejemplo, Teng et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 80:7308-
7312; Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72-79; Olsson et al., 1982, Meth. Enzymol. 92:3-16; y las patentes
de Estados Unidos nimeros 5.939.598 y 5.770.429.

Ademas, los anticuerpos recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados, que
comprenden tanto porciones humanas como no humanas, que pueden fabricarse utilizando técnicas de ADN
recombinante convencionales, son anticuerpos (tiles. (Véanse, por ejemplo, Cabilly et al., Patente de Estados
Unidos n.° 4.816.567; y Boss et al., patente de Estados Unidos n.° 4.816.397) Los anticuerpos humanizados son
moléculas de anticuerpos procedentes de especies no humanas que tienen una 0 mas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR de la especie no humana, y una region marco procedente de una regién de
inmunoglobulina humana. (Véase, por ejemplo, Queen, patente de Estados Unidos n.° 5.585.089) Dichos
anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados se pueden producir mediante técnicas de ADN recombinante
conocidas en la materia, por ejemplo, utilizando los métodos descritos en la publicaciéon internacional N° WO
87/02671; publicacion de patente europea EP 0 184 187; publicacion de patente europea EP 0 171 496; publicacion
de patente europea EP 0 173 494; publicacion internacional N°©° WO 86/01533; Patente de Estados Unidos n.°
4.816.567; publicacion de patente europea n.° EP 012 023; Berter et al., 1988, Science 240:1041-1043; Liu et al.,
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1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al., 1987, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84-214-218; Nishimura et al., 1987, Cancer. Res. 47:999-1005; Wood et al., 1985, Nature
314:446-449; Shaw et al., 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; Morrison, 1985, Science 229:1202-1207; Oi et
al., 1986, BioTechniques 4:214; Patente de Estados Unidos n.° 5.225.539; Jones et al., 1986, Nature 321:552-525;
Verhoeyan et al., 1988, Science 239:1534; y Beidler et al., 1988, J. Immunol. 141:4053-4060.

Se pueden producir anticuerpos completamente humanos utilizando ratones transgénicos que sean incapaces de
expresar los genes de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina endégena, pero que pueden expresar los
genes de la cadena pesada y ligera humana. Los ratones transgénicos se inmunizan de la manera normal con un
antigeno seleccionado, por ejemplo, todo o parte de un polipéptido de la invencion. Se pueden obtener anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno utilizando la tecnologia del hibridoma convencional. Los transgenes de la
inmunoglobulina humana hospedados por los ratones transgénicos se redisponen durante la diferenciacion de los
linfocitos B y experimentan posteriormente cambio de clase y mutacién somatica. De esta manera, usando dicha
técnica, es posible producir anticuerpos de IgG, IgA, IgM e IgE terapéuticamente Utiles. Para una vision general de
esta tecnologia para producir anticuerpos humanos, véase, por ejemplo, Lonberg y Huszar (1995, Int. Rev. Immunol.
13:65-93). Para una descripcion detallada de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y anticuerpos
monoclonales humanos y los protocolos para producir dichos anticuerpos (véanse, por ejemplo, las Patentes de
Estados Unidos n.° 5.625.126; 5.633.425; 5.569.825; 5.661.016; y 5.545.806). Se pueden obtener otros anticuerpos
humanos comercialmente de, por ejemplo, Abgenix, Inc. (Freemont, CA) y Medarex (Sunnyvale, CA).

Se pueden generar anticuerpos completamente humanos que reconozcan un epitopo seleccionado utilizando una
técnica denominada "seleccion guiada”. En esta solucion, un anticuerpo monoclonal no humano seleccionado, por
ejemplo, un anticuerpo de ratén, se usa para guiar la seleccion de un anticuerpo completamente humano que
reconoce el mismo epitopo. (Véase, por ejemplo, Jespers et al., 1994, Biotechnology 12:899-903). Los anticuerpos
humanos pueden producirse también usando diversas técnicas conocidas en la materia, incluyendo las bibliotecas
de expresion en fagos (Hoogenboom y Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks et al., 1991, J. Mol. Biol. 222:581;
Quan y Carter, 2002, The rise of monoclonal antibodies as therapeutics, En Anti-IgE and Allergic Disease, Jardieu y
Fick Jr., eds., Marcel Dekker, Nueva York, NY, Capitulo 20, pags. 427-469).

En algunas realizaciones, el anticuerpo es monoespecifico. El anticuerpo puede ser también un anticuerpo
biespecifico. Se conocen en la técnica métodos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion tradicional
de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la expresion simultanea de dos parejas de cadena
pesada-cadena ligera de la inmunoglobulina, donde las dos cadenas tienen diferentes especificidades (véase, por
ejemplo, Millstein et al., 1983, Nature 305:537-539). Debido a la mezcla aleatoria de las cadenas pesada y ligera de
la inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen una mezcla potencial de 10 diferentes moléculas de
anticuerpos, de las cuales solo una tiene la estructura biespecifica correcta. Se divulgan procedimientos similares en
la publicacioén internacional n.° WO 93/08829 y en Traunecker et al., 1991, EMBO J. 10:3655-3659.

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpos con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinacién de anticuerpo-antigeno) se fusionan con secuencias de dominio constante de la
inmunoglobulina. La fusion normalmente es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que
comprende al menos una parte de la bisagra, los dominios C2 y Cn3. Se prefiere tener la primera regién constante
de la cadena pesada (Cnx1) que contiene el sitio necesario para la unién con la cadena ligera, presente en al menos
una de las fusiones. Los &cidos nucleicos con secuencias que codifican las fusiones de la cadena pesada de la
inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de la inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion
separados, y se transfectan simultaneamente en un organismo hospedador adecuado. Esto proporciona gran
flexibilidad para ajustar las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptido en realizaciones en las que
proporciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construccion proporcionan los rendimientos
Optimos. Es, sin embargo, posible insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas polipeptidicas en
un vector de expresion cuando la expresion de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales da
como resultado rendimientos elevados o cuando las proporciones no son de significancia particular.

Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos pueden tener una cadena pesada de la inmunoglobulina hibrida con una
primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja de cadena pesada-cadena ligera de la inmunoglobulina
hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo. Esta estructura asimétrica facilita la
separacion del compuesto biespecifico deseado de combinaciones de cadena de inmunoglobulina no deseadas, ya
que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en solo una mitad de la molécula biespecifica proporciona
una forma facil de separacion (publicacién internacional n.° WO 94/04690).

Para detalles adicionales acerca de la generacién de anticuerpos biespecificos véanse, por ejemplo, Suresh et al.,
1996, Methods in Enzymology 121:210; Rodrigues et al., 1993, J. Immunology 151:6954-6961; Carter et al., 1992,
Bio/Technology 10:163-167; Carter et al.,, 1995, J. Hematotherapy 4:463-470; Merchant et al., 1998, Nature
Biotechnology 16:677-681. Utilizando dichas técnicas, se pueden preparar anticuerpos biespecificos para uso en el
tratamiento o la prevencién de la enfermedad como se define en el presente documento.

Se describen también anticuerpos bifuncionales en la publicacion de patente europea n.° 0 105 360. Como se
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divulga en esta referencia, los anticuerpos hibridos o bifuncionales pueden derivarse ya sea biolégicamente, por
ejemplo, mediante técnicas de fusién celular, o quimicamente, especialmente con agentes de reticulacion o reactivos
formadores de puentes disulfuro, y pueden comprender anticuerpos completos o sus fragmentos. Los métodos para
obtener dichos anticuerpos hibridos se divulgan, por ejemplo, en la publicacién internacional WO 83/03679, y en la
publicacion de patente europea n.° 0 217 577.

El anticuerpo puede ser un fragmento, derivado o analogo de un anticuerpo funcionalmente activo que se une
inmunoespecificamente a un antigeno diana deseado (por ejemplo, un antigeno de células cancerosas, un antigeno
virico, 0 un antigeno microbiano) u otros anticuerpos unidos a una(s) célula(s) o matriz diana. En este sentido,
"funcionalmente activo" significa que el fragmento, derivado o analogo es capaz de estimular anticuerpos anti-anti-
idiotipo que reconocen el mismo antigeno que el anticuerpo del cual se deriva el fragmento, derivado o analogo
reconocido. En una realizacion ilustrativa se puede potenciar la antigenicidad del idiotipo de la molécula de
inmunoglobulina mediante la deleciéon de las secuencias marco y de las CDR que estan en el extremo C de la
secuencia de la CDR que reconoce especificamente el antigeno. Para determinar qué secuencias de las CDR se
unen al antigeno, se pueden usar péptidos sintéticos que contienen las secuencias de las CDR en los ensayos de
unién con el antigeno mediante cualquier método de ensayo de unién conocido en la materia (por ejemplo, el ensayo
BlAcore) (véase, por ejemplo, Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion,
National Institutes of Health, Bethesda, Md; Kabat et al., 1980, J. Immunology 125(3):961-969).

Otros anticuerpos utiles incluyen fragmentos de anticuerpos tales como, aunque no de forma limitativa, fragmentos
F(ab’)z, fragmentos Fab', fragmentos Fab, Fv, anticuerpos monocatenarios (SCA) (por ejemplo, como se describe en
la patente de Estados Unidos. n.° 4.946.778; Bird, 1988, Science 242:423-42; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad
Sci. USA 85:5879-5883; y Ward et al., 1989, Nature 334:544-54), scFv, sc-Fv-Fc, FvdsFv, minicuerpos, diacuerpos,
triacuerpos, tetracuerpos, y cualquier otra molécula que comprende las CDR y que tiene la misma especificidad que
el anticuerpo.

En otras realizaciones, el anticuerpo es una proteina de fusiébn de un anticuerpo, o uno de sus fragmentos
funcionalmente activos, por ejemplo, en el que el anticuerpo se fusiona mediante un enlace covalente (por ejemplo,
un enlace peptidico), en cualquiera del extremo N o el extremo C de una secuencia de aminoacidos de otra proteina
(o de una de sus porciones, normalmente, al menos una porcion de 10, 20 o 50 aminoacidos de la proteina) que no
es el anticuerpo. En algunas realizaciones, el anticuerpo o su fragmento esta unido covalentemente a la otra
proteina en el extremo N del dominio constante.

Los anticuerpos pueden incluir también analogos y derivados que son cualesquiera modificados, por ejemplo,
mediante el enlace covalente de cualquier tipo de molécula siempre que dicho enlace covalente permita al
anticuerpo retener su inmunoespecifidad de union a antigeno. Por ejemplo, los derivados y analogos de los
anticuerpos incluyen aquellos que se han modificado adicionalmente, por ejemplo, mediante glucosilacion,
acetilacion, pegilacion, fosforilacién, amidacion, derivatizacion mediante grupos protectores/blogueantes, escision
proteolitica, unién a una unidad de anticuerpo celular u otra proteina, etc. Se pueden llevar a cabo cualquiera de
numerosas modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas, incluyendo, aunque no de forma limitativa,
escisién quimica especifica, acetilacion, formilacion, sintesis metabdlico en presencia de tunicamicina, o similares.
Ademas, el analogo o derivado puede contener uno o mas aminoacidos no naturales.

En realizaciones especificas, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras propiedades biolégicas del
anticuerpo. Véanse, por ejemplo, Publicaciones de patentes de Estados Unidos nimeros 2006-0003412 y 2006-
0008882. Se preparan variantes de las secuencias de aminoacidos de los anticuerpos introduciendo los cambios de
nucleétidos adecuados en el acido nucleico del anticuerpo, o mediante sintesis peptidica. Tales modificaciones
incluyen, por ejemplo, deleciones de, y/o inserciones en y/o sustituciones de, restos en las secuencias de
aminoéacidos del anticuerpo. Cualquier combinacion de delecion, insercion, y sustitucion se realiza para llegar a la
construccién final, con la condicién de que la construccion final posea las caracteristicas deseadas. Los cambios de
aminoacidos pueden alterar también los procesos posteriores a la traduccion del anticuerpo, tales como cambiar el
namero o la posicion de los sitios de glicosilacion.

Un método util para la identificacion de determinados restos o regiones del anticuerpo que son localizaciones
preferidas para la mutagénesis se denomina "mutagénesis por barrido de alanina" tal como se describe por
Cunningham y Wells (1989) Science 244:1081-1085). En este caso, se identificaron un resto o grupo de restos diana
(por ejemplo, restos cargados tales como arg, asp, his, lys y glu) y se sustituyeron por un aminoacido neutro o
cargado negativamente (de forma tipica alanina o polialanina) que influye sobre la interaccion de los aminoacidos
con el antigeno. Aquellas localizaciones de aminoacidos que demuestran sensibilidad funcional a las sustituciones
se refinan a continuacion introduciendo variantes adicionales o diferentes en, o para, los sitios de sustitucién. De
esta manera, aunque se predetermine el sitio para introducir una variacién de la secuencia de aminoécidos, la
naturaleza de la mutacion per se no necesita predeterminarse. Por ejemplo, para analizar el comportamiento de una
mutacién en un sitio dado, se llevé a cabo el barrido de alanina o la mutagénesis aleatoria en el codon o regién diana
y las variantes de anticuerpos expresadas se seleccionaron para la actividad deseada.

Las inserciones de secuencias de aminodacidos incluyen fusiones amino- y/o carboxilo-terminales que varian en
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longitud de uno resto a polipéptidos que contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos
de aminoacidos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un resto
metionilo N terminal o el anticuerpo fusionado a un polipéptido citotdxico.

Otro tipo de variante es una variante de sustitucion de aminoacido. Estas variantes tienen al menos un resto
aminoacido en la molécula del anticuerpo sustituido por un resto diferente. Los sitios de mayor interés para la
mutagénesis de sustitucion incluyen las regiones hipervariables, pero se contemplan también alteraciones de la
regién marco.

Se logran modificaciones sustanciales en las propiedades biolégicas del anticuerpo seleccionando sustituciones que
difieren significativamente en su efecto en el mantenimiento (a) de la estructura del polipéptido en la zona de la
sustitucion, por ejemplo, como una conformacién de lamina o helicoidal, (b) la carga de hidrofobicidad de la molécula
en el sitio diana, o (c) el volumen de la cadena lateral. Los restos de origen natural se dividen en grupos basandose
en propiedades comunes de la cadena lateral:

(1) hidréfobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2) hidréfilos neutros: cys, ser, thr;

(3) acidos: asp, glu;

(4) basicos: asn, gln, his, lys, arg;

(5) restos que influyen en la orientacion de la cadena: gly, pro; y
(6) aromaticos: trp, tyr, phe.

Las sustituciones no conservativas implicaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo particular de variante de sustituciéon implica sustituir uno o mas restos de la regién hipervariable de un
anticuerpo precursor (por ejemplo, un anticuerpo humano o humanizado). En general, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para desarrollo adicional tendran propiedades biol6gicas mejoradas con respecto al anticuerpo
precursor a partir del cual se generan. Una manera conveniente para generar dichas variantes de sustitucion implica
la maduracién por afinidad utilizando una biblioteca de expresion en fagos. En resumen, algunos sitios de la region
hipervariable (por ejemplo, los sitios 6-7) estdn mutados para generar todas las posibles sustituciones de
aminoacidos en cada sitio. Las variantes de anticuerpos generadas de esta manera se expresan de manera
monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como fusiones con el producto génico Il del paquete M13
en cada particula. Las variantes expresadas en fagos se seleccionan a continuacién para su actividad biolégica (por
ejemplo, afinidad de unién). A fin de identificar los sitios candidatos de la region hipervariable para la modificacion,
se puede llevar a cabo la mutagénesis de barrido de alanina para identificar restos de la regién hipervariable que
contribuyen significativamente a la uniéon del antigeno. Como alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso
analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el
anticuerpo y el antigeno. Dichos restos de contacto y restos adyacentes son candidatos para la sustitucion de
acuerdo con las técnicas elaboradas en el presente documento. Una vez que se generan dichas variantes, el panel
de variantes se somete a cribado y se pueden seleccionar los anticuerpos con propiedades superiores en uno 0 mas
ensayos relevantes para desarrollo adicional.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo con respecto a la funcién efectora, por ejemplo, con el fin de potenciar la
citotoxicidad mediada por célula dependiente de antigeno (ADCC) y/o la citotoxicidad dependiente del complemento
(CDC) del anticuerpo. Esto se puede conseguir introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos en una regién
Fc del anticuerpo. Como alternativa o adicionalmente, pueden introducirse restos de cisteina en la region Fc,
permitiendo de este modo la formacion de enlaces disulfuro intercadena en esta region. El anticuerpo homodimérico
generado de este modo puede tener una capacidad de internalizacion mejorada y/o una eliminacion de células
mediada por complemento y citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC) aumentadas. Véanse, por ejemplo,
Caron et al., 1992, J. Exp Med. 176:1191-1195; y Shopes, 1992, J. Immunol. 148:2918-2922. pueden prepararse
también anticuerpos homodiméricos con actividad antitumoral potenciada utilizando reticuladores
heterobifuncionales como se describe en Wolff et al., 1993, Cancer Research 53:2560-2565. Como alternativa,
puede disefiarse mediante ingenieria genética un anticuerpo que tiene regiones Fc dobles y puede de este modo
potenciarse la lisis por el complemento y las capacidades de ADCC. Véanse, por ejemplo, Stevenson et al., 1989,
Anti-Cancer Drug Design 3:219-230.

Para aumentar la semivida en suero del anticuerpo, se puede incorporar un epitopo de union al receptor de rescate
en el anticuerpo (especialmente un fragmento de anticuerpo) tal como se describe en la Patente de Estados Unidos
n.° 5.739.277, por ejemplo. Tal como se usa en el presente documento, el término "epitopo de union al receptor de
rescate” se refiere a un epitopo de la region Fc de una molécula de IgG (por ejemplo, IgGs, 1gG2, IgGs, 0 19G4) que
es responsable de aumentar la semivida en suero de la molécula de IgG in vivo.

Se pueden glicosilar anticuerpos en posiciones conservadas en sus regiones constantes (véanse, por ejemplo,
Jefferis y Lund, 1997, Chem. Immunol. 65:111-128; Wright y Morrison, 1997, TibTECH 15:26-32). Las cadenas
laterales de oligosacaridos de las inmunoglobulinas alteran la funcion de la proteina (véanse, por ejemplo, Boyd et
al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-1318; Wittwe y Howard, 1990, Biochem. 29:4175-4180), y la interaccion molecular
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entre porciones de la glucoproteina que pueden alterar la conformacion y la superficie tridimensional presentada de
la glucoproteina (véanse, por ejemplo, Jefferis y Lund, anteriormente; Wyss y Wagner, 1996, Current Opin. Biotech.
7:409-416). Los oligosacaridos pueden servir también para dirigir una glucoproteina dada a determinadas moléculas
basandose en las estructuras de reconocimiento especificas. Por ejemplo, se ha notificado que en la 1gG
agalactosilada, el resto de oligosacéarido se 'voltea' hacia fuera del espacio inter-Cy2 y los restos de N-
acetilglucosamina terminales que quedan disponibles para unirse a la proteina de unién a manosa (véase, por
ejemplo, Malhotra et al., 1995, Nature Med. 1:237-243). La eliminacién por la glicopeptidasa de los oligosacaridos de
CAMPATH-1H (un anticuerpo IgG1 monoclonal de murino humanizado recombinante que reconoce el antigeno
CDw52 de los linfocitos humanos) producida en células de ovario de hamster chino (CHO) dio como resultado una
reduccion completa en la lisis mediada por el complemento (CMCL) (Boyd et al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-
1318), mientras que la eliminacién selectiva de restos de acido sidlico utilizando neuraminidasa no dio como
resultado la pérdida de CMCL. Se ha notificado también que la glicosilacién de anticuerpos altera la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En particular, células CHO con tetraciclina regularon la expresion de la
B(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl), se notificé que una glicosiltransferasa que cataliza la formacion de
GIcNAc bisectora, tenia una actividad ADCC mejorada (véase, por ejemplo, Umana et al., 1999, Mature Biotech.
17:176-180).

La glicosilaciéon de anticuerpos es normalmente una unién al atomo de N o una unién al &tomo de O. La union al
atomo de N se refiere a la unién del resto de carbohidrato a la cadena lateral de un resto de asparagina. Las
secuencias de tripéptido asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es un aminoacido excepto prolina,
son las secuencias de reconocimiento para la unién enzimatica del resto de hidrato de carbono a la cadena lateral de
asparagina. De esta manera, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptido en un polipéptido crea un
sitio de glicosilacion potencial. La glucosilacion unida al atomo de O se refiere a la unién de uno de los azlicares N-
acetilgalactosamina, galactosa, o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas cominmente serina 0 treonina, aunque
también pueden usarse 5-hidroxiprolina o 5-hidroxilisina.

Las variantes de glicosilaciéon de anticuerpos son variantes en las que esta alterado el modelo de glicosilacién de un
anticuerpo. Por alterar se entiende eliminar uno o mas de los restos de hidratos de carbono que se encuentran en el
anticuerpo, afiadiendo uno o mas restos de hidratos de carbono al anticuerpo, cambiando la composicion de la
glicosilacion (modelo de glicosilacion), la extension de la glicosilacion o similares.

La adicion de sitios de glicosilacion al anticuerpo se realiza convenientemente alterando la secuencia de
aminoacidos de tal forma que contenga una o mas de las secuencias de tripéptidos descritas anteriormente (para
sitios de glicosilacion unida al &tomo de N). La alteracion puede realizarse también mediante la adicién de, o
sustituciéon por, uno 0 mas restos de serina o0 treonina a la secuencia del anticuerpo original (para sitios de
glicosilacion unidos a O). De manera similar, la eliminacion de sitios de glicosilacién puede llevarse a cabo mediante
la alteracion de aminoacidos en los sitios de glicosilacion naturales del anticuerpo.

La secuencia de aminoacidos se altera usualmente alterando la secuencia de acido nucleico subyacente. Estos
métodos incluyen, aunque no de forma limitativa, el aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de
secuencias de aminoacidos que se producen naturalmente) o la preparacién mediante mutagénesis mediada por
oligonucleétidos (o dirigida a sitio), la mutagénesis mediante la PCR, y la mutagénesis de casete de una variante
preparada inicialmente o una version no variante del anticuerpo.

La glicosilacién (incluyendo el modelo de glicosilacion) de los anticuerpos puede alterarse también sin alterar la
secuencia de aminoacidos o la secuencia de nucleétidos subyacente. La glicosilacién depende en gran parte de la
célula hospedadora utilizada para expresar el anticuerpo. Debido al tipo de célula utilizado para la expresion de
glicoproteinas recombinantes, por ejemplo, anticuerpos, ya que la terapéutica potencial rara vez es la célula nativa,
se pueden esperar variaciones significativas en el modelo de glicosilacion de los anticuerpos. Véanse, por ejemplo,
Hse et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:9062-9070. Ademas de la seleccion de las células hospedadoras, los factores
que alteran la glicosilacion durante la produccién de anticuerpos recombinantes incluyen el modo de crecimiento, la
formulacion de medios, la densidad del cultivo, la oxigenacion, el pH, los esquemas de purificacion y similares. Se
han propuesto diversos métodos para alterar la glicosilacion, el modelo conseguido en un organismo hospedador
concreto incluye introducir o expresar en exceso determinadas enzimas implicadas en la produccion de
oligosacaridos (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos n.° 5.047.335; 5.510.261; y 5.278.299). La
glicosilacion, o determinados tipos de glicosilacion, puede ser eliminada de la glicoproteina, utilizando, por ejemplo,
la endoglicosidasa H (Endo H). Ademas, la célula hospedadora recombinante puede disefiarse mediante ingenieria
genética, por ejemplo, haciendo defectivo el procesamiento de determinados tipos de polisacéaridos. Estas técnicas,
y técnicas similares son bien conocidas en la materia.

La estructura de la glicosilacion de los anticuerpos puede analizarse facilmente mediante técnicas convencionales de
andlisis de hidratos de carbono, incluyendo la cromatografia de lectina, RMN, espectrometria de masas, HPLC,
GPC, andlisis de composicion de monosacaridos, digestion enzimatica secuencial, y HPAEC-PAD, que utiliza una
cromatografia e intercambio aniénico a pH alto para separar los oligosacaridos basandose en la carga. Se conocen
también los métodos para liberar oligosacaridos para fines analiticos, e incluyen, sin limitacién, tratamiento
enzimatico (llevando a cabo cominmente utilizando la péptido-N-glicosidasa F/endo-B-galactosidasa), eliminacion
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utilizando un ambiente alcalino severo para liberar principalmente las estructuras unidas a atomo de O, y los
métodos quimicos utilizando hidrazina anhidra para liberar los oligosacaridos unidos a atomos de N y a atomos de
0.

Los anticuerpos pueden tener también modificaciones (por ejemplo, sustituciones, deleciones o adiciones) en restos
de aminoacidos que interactiian con receptores Fc. En particular, los anticuerpos incluyen anticuerpos que tienen
modificaciones en restos de aminoacidos identificados como implicados en la interaccién entre el dominio dirigido
contra Fc y el receptor de FcRn (véase, por ejemplo, publicacién internacional n.° WO 97/34631).

se pueden obtener comercialmente anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de células cancerosas, por
ejemplo, de compafias comerciales o producido mediante cualquier método conocido por un experto en la materia,
tal como, por ejemplo, sintesis quimica o técnicas de expresidon recombinante. Pueden obtenerse anticuerpos
inmunoespecificos que codifican la secuencia de nucleétidos de un antigeno de célula cancerosa, por ejemplo, de la
base de datos GenBank database o de una base de datos del tipo de ésta, publicaciones de bibliografia, o por
clonacion y secuenciacion rutinarias.

En una realizacion especifica, se pueden usar anticuerpos conocidos para el tratamiento o la prevencién del cancer.
Se pueden obtener anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de célula cancerosa comercialmente o
producirse mediante cualquier método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, técnicas de
expresion recombinante. Pueden obtenerse anticuerpos inmunoespecificos que codifican la secuencia de
nucleétidos de un antigeno de célula cancerosa, por ejemplo, de la base de datos GenBank database o de una base
de datos del tipo de ésta, publicaciones de bibliografia, o por clonacién y secuenciacion rutinarias.

Virtualmente, cualquier proteina diana puede ser el objetivo de un anticuerpo, incluyendo cualquier proteina diana
cuya expresion esté correlacionada con la expresion sobre células de un cancer, trastorno proliferativo de células o
tumor. En algunas realizaciones, el antigeno es un antigeno asociado a tumor, tal como un polipéptido, proteina u
otra molécula que se exprese especificamente sobre la superficie de uno o mas tipo(s) particulares de células
cancerosas en comparacion con una o mas células no cancerosa(s) normales. A menudo, dichos antigenos
asociados a tumores se expresan mas abundantemente sobre la superficie de células cancerosas en comparacion a
sobre la superficie de células no cancerosas. La identificacion de dichos antigenos superficiales celulares asociados
a tumores ha proporcionado una sensibilizacién a la capacidad de hacer diana de manera especifica en las células
cancerosas para los tratamientos basados en anticuerpos mediante la destruccién.

Las proteinas diana adecuadas incluyen antigenos tumorales humanos reconocidos por los linfocitos T (Robbins y
Kawakami, 1996, Curr Opin. Immunol. 8:628-636), proteinas de linajes de melanocitos, incluyendo gp100, MART-
1/MelanA, TRP-1 (gp75), tirosinasa; Antigenos ampliamente compartidos de tumores especificos, MAGE-1, MAGE-
3, BAGE, GAGE-1, GAGE-1, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, pl5; Antigenos mutados especificos de tumores,
beta-catenina, MUM-1, CDK4; Antigenos no de melanoma para carcinoma de mama, ovario, cuello de utero y
pancreas, HER-2/neu, virus del papiloma humano-E6, E7, MUC-1; antigenos de cancer, tales como antigenos de
pan-carcinoma KS 1/4 (Perez y Walker, 1990, J. Immunol. 142:3662-3667; Bumal, 1988, Hybridoma 7(4):407-415);
antigeno de carcinoma de ovario (CA125) (Yu et al., 1991, Cancer Res. 51(2):468-475); fosfato acido prostatico
(Tailor et al., 1990, Nucl. Acids Res. 18(16):4928); antigeno especifico de préstata (Henttu y Vihko, 1989, Biochem.
Biophys. Res. Comm. 160(2):903-910; Israeli et al., 1993, Cancer Res. 53:227-230); antigeno p97 asociado a
melanoma (Estin et al., 1989, J. Natl. Cancer Instit. 81(6):445-446); antigeno gp75 de melanoma (Vijayasardahl et
al., 1990, J. Exp. Med. 171(4):1375-1380); antigeno de melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA) (Natali et al.,
1987, Cancer 59:55-63; Mittelman et al., 1990, J. Clin. Invest. 86:2136-2144); antigeno de membrana especifico de
prostata; antigeno carcioembrionico (CEA) (Foon et al., 1994, Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 13:294); antigeno de
mucina epitelial polimérfico; antigeno de glébulos grasos de leche humana; un antigeno asociado a tumor
colorrectal, tal como CEA, TAG-72 (Yokata et al., 1992, Cancer Res. 52:3402-3408), CO 17-1A (Ragnhammar et al.,
1993, Int. J. Cancer 53:751-758); GICA 19-9 (Herlyn et al., 1982, J. Clin. Immunol. 2:135), CTA-1 y LEA; antigeno de
linfoma de Burkitt-38.13; CD19 (Ghetie et al., 1994, Blood 83:1329-1336); antigeno de linfoma de linfocitos B
humanos-CD20 (Reff et al., 1994, Blood 83:435-445); CD33 (Sgouros et al., 1993, J. Nucl. Med. 34:422-430);
antigenos especificos de melanoma tales como ganglidésido GD2 (Saleh et al., 1993, J. Immunol. 151, 3390-3398),
gangliésido GD3 (Shitara et al., 1993, Cancer Immunol. Immunother. 36:373-380), gangliosido GM2 (Livingston et
al., 1994, J. Clin. Oncol. 12:1036-1044), gangliésido GM3 (Hoon et al., 1993, Cancer Res. 53:5244-5250); antigeno
superficial celular de tipo trasplante especifico de tumor (TSTA) tal como antigenos tumorales inducidos viricamente
incluyendo virus de tumores de ADN de antigeno T y antigenos de envolturas de virus de tumores de ARN; alfa-
fetoproteina de antigeno oncofetal tal como CEA de colon, antigeno oncofetal de tumor de vejiga (Hellstrom et al.,
1985, Cancer. Res. 45:2210-2188); antigeno de diferenciacion tal como antigeno L6 de carcinoma de pulmén
humano, L20 (Hellstrom et al., 1986, Cancer Res. 46:3917-3923); antigenos de fibrosarcoma, antigeno Gp37 de
linfocitos T de leucemia humana (Bhattacharya-Chatterjee et al., 1988, J. Immunol. 141:1398-1403);
neoglicoproteina, esfingolipidos, antigeno de cancer de mama tal como EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidérmico), antigeno HER2 (p185HER2), mucina epitelial polimérfica (PEM) (Hilkens et al., 1992, Trends in Bio.
Chem. Sci. 17:359); antigeno APO-1 de linfocitos humanos malignos (Bernhard et al., 1989, Science 245:301-304);
antigeno de diferenciacién (Feizi, 1985, Nature 314:53-57) tal como el antigeno | encontrado en eritrocitos fetales,
antigeno | de endodermo primario encontrado en eritrocitos adultos y embriones previos al implante, 1(Ma)
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encontrado en adenocarcinomas gastricos, M18, M39 encontrado en epitelio de mama, SSEA-1 encontrado en
células mieloides, VEP8, VEP9, Myl, VIM-D5, D156-22 encontrado en cancer colorrectal, TRA-1-85 (grupo
sanguineo H), C14 encontrado en adenocarcinoma coldnico, F3 encontrado en adenocarcinoma de pulmon, AH6
encontrado en cancer gastrico, hapteno Y, Ley encontrado en células de carcinoma embridnico, TL5 (grupo
sanguineo A), receptor de EGF encontrado en células A431, serie E1 (grupo sanguineo B) encontrado en cancer de
pancreas, FC10.2 encontrado en células de carcinoma embrionico, antigeno de adenocarcinoma gastrico, CO-514
(grupo sanguineo Lea) encontrado en Adenocarcinoma, NS-10 encontrado en adenocarcinomas, CO-43 (grupo
sanguineo Leb), G49 encontrado en el receptor de EGF de células A431, MH2 (grupo sanguineo ALeb/Ley)
encontrado en adenocarcinoma colonico, 19.9 encontrado en cancer de colon, mucinas de cancer gastrico, T5A7
encontrado en células mieloides, R24 encontrado en melanoma, 4,2, GD3, D1.1, OFA-1, GM2, OFA-2, GD2, y
M1:22:25:8 encontrado en células de carcinoma embriénico, y SSEA-3 y SSEA-4.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es (til para el tratamiento de cancer. Los ejemplos de anticuerpos
disponibles para el tratamiento del cancer incluyen, aunque no de forma limitativa RITUXAN® (rituximab;
Genentech) que es un anticuerpo monoclonal quimérico dirigido contra CD20 para el tratamiento de pacientes con
linfoma no de Hodgkin; OVAREX (AltaRex Corporation, MA) que es un anticuerpo de murino para el tratamiento del
cancer de ovario; PANOREX (Glaxo Wellcome, NC) que es un anticuerpo 19G2a de murino para el tratamiento del
cancer colorrectal; CETUXIMAB ERBITUX (Imclone Systems Inc., NY) que es un anticuerpo quimérico dirigido
contra EGFR IgG para el tratamiento de canceres positivos para el factor de crecimiento epidérmico, tales como
cancer de cabeza y cuello; VITAXIN (Medlmmune, Inc., MD) que es un anticuerpo humanizado para el tratamiento
del sarcoma; CAMPATH I/H (Leukosite, MA) que es un anticuerpo 1gG: humanizado para el tratamiento de la
leucemia linfocitica crénica (LLC); SMART M195 (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo IgG
humanizado dirigido contra CD33 para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA); LYMPHOCIDE
(Immunomedics, Inc., NJ) que es un anticuerpo IgG humanizado dirigido contra CD22 para el tratamiento del linfoma
no de Hodgkin; SMART ID10 (Protein Design Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo humanizado dirigido contra HLA-
DR para el tratamiento del linfoma no de Hodgkin; Oncolym (Techniclone, Inc., CA) que es un anticuerpo de murino
radiomarcado dirigido contra HLA-Dr10 para el tratamiento del linfoma no de Hodgkin; ALLOMUNE (BioTransplant,
CA) que es un mAb humanizado dirigido contra CD2 para el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin o del linfoma
no de Hodgkin; AVASTIN (Genentech, Inc., CA) que es un anticuerpos humanizado dirigido contra VEGF para el
tratamiento de los canceres de pulmén y colorrectal; Epratuzamab (Immunomedics, Inc., NJ y Amgen, CA) que es un
anticuerpo dirigido contra CD22 para el tratamiento del linfoma no de Hodgkin; y CEAcide (Immunomedics, NJ) que
es un anticuerpo humanizado dirigido contra CEA para el tratamiento del cancer colorrectal.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo contra los siguientes antigenos (donde los canceres
ilustrativos se indican en paréntesis): CA125 (ovario), CA15-3 (carcinomas), CA19-9 (carcinomas), L6 (carcinomas),
Lewis Y (carcinomas), Lewis X (carcinomas), alfa fetoproteina (carcinomas), CA 242 (colorrectal), fosfatasa alcalina
placentaria (carcinomas), antigeno de membrana especifico de prostata (préstata), EphB2, TMEFF2, fosfatasa acida
prostéatica (préstata), factor de crecimiento epidérmico (carcinomas), MAGE-1 (carcinomas), MAGE-2 (carcinomas),
MAGE-3 (carcinomas), MAGE-4 (carcinomas), receptor anti-transferrina (carcinomas), p97 (melanoma), MUC1-KLH
(cancer de mama), CEA (colorrectal), gp100 (melanoma), MART1 (melanoma), antigeno especifico de préstata
(prostata), receptor de IL-2 (leucemia de linfocitos T y linfomas), CD20 (linfoma no de Hodgkin), CD52 (leucemia),
CD33 (leucemia), CD22 (linfoma), gonadotropina coridénica humana (carcinoma), CD38 (mieloma mdltiple), CD40
(linfoma), mucina (carcinomas), P21 (carcinomas), MPG (melanoma), y el producto del oncogén Neu (carcinomas).
Algunos anticuerpos especificos Utiles incluyen, aunque no de forma limitativa, mAb BR96 (Trail et al., 1993, Science
261:212-215), BR64 (Trail et al., 1997, Cancer Research 57:100-105), mAb contra el antigeno CD40, tales como el
mAb S2C6 (Francisco et al., 2000, Cancer Res. 60:3225-3231) u otros anticuerpos dirigidos contra CD40, tales como
los divulgados en las publicaciones de patente de Estados Unidos nimeros 2003-0211100 y 2002-0142358; mAb
contra el antigeno CD70, tales como el mAb 1F6 y el mAb 2F2, y los mAb contra el antigeno CD30, tal como AC10
(Bowen et al., 1993, J. Immunol. 151:5896-5906; Wahl et al., 2002, Cancer Res. 62(13):3736-42) o MDX-0060
(publicacién de patente de Estados Unidos n.° 2004-0006215). Se pueden usar otros anticuerpos internalizantes que
se unen a antigenos asociados a tumores y se han revisado (Franke et al., 2000, Cancer Biother. Radiopharm.
15:459 76; Murray, 2000, Semin. Oncol. 27:64 70; Breitling, F. y Dubel, S., Recombinant Antibodies, John Wiley, and
Sons, Nueva York, 1998).

En otra realizacién, se usan anticuerpos conocidos para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad
autoinmunitaria. Se pueden obtener anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de una célula que es
responsable de producir anticuerpos autoinmunitarios de cualquier organizacion (por ejemplo, un cientifico de una
universidad o una compafiia) o producirse mediante cualquier método conocido por un experto en la materia tal
como, por ejemplo, sintesis quimica o técnicas de expresion recombinante.

Los anticuerpos Utiles que son inmunoespecificos para el tratamiento de las enfermedades autoinmunitarias
incluyen, aunque no de forma limitativa, anticuerpo antinuclear; anticuerpo dirigido contra el ADNds; anticuerpo
dirigido contra el ADNss; IgM de anticuerpo dirigido contra cardiolipina, 19G; IgM de anticuerpo dirigido contra
fosfolipido, 1gG; anticuerpo dirigido contra SM; anticuerpo dirigido contra mitocondrias; anticuerpo dirigido contra el
tiroides; anticuerpo antimicrosomal; anticuerpo dirigido contra la tiroglobulina; anticuerpo dirigido contra SCL-70;
anticuerpo dirigido contra Jo; anticuerpo dirigido contra UiRNP; anticuerpo dirigido contra La/SSB; anticuerpo

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2649 550 T3

dirigido contra SSA; anticuerpo dirigido contra SSB; anticuerpo dirigido contra células peritales; anticuerpo dirigido
contra histonas; anticuerpo dirigido contra RNP; anticuerpo dirigido contra C-ANCA; anticuerpo dirigido contra P-
ANCA,; anticuerpo dirigido contra centrémero; anticuerpo antifibrilarina y anticuerpo dirigido contra GBM.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos Utiles pueden unirse a un receptor o un complejo receptor expresado
en una célula diana. El receptor o el complejo receptor puede comprender un miembro de la superfamilia de los
genes de las inmunoglobulinas, un miembro de la superfamilia de receptorores de TNF, una integrina, un receptor de
la citoquina, un receptor de la quimioquina, una proteina de histocompatibilidad mayor, una lectina, o una proteina
control del complemento. Los ejemplos no limitantes de miembros adecuados de la superfamilia de las
inmunoglobulinas son CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD22, CD28, CD79, CD90, CD152/CTLA-4, PD-1, e ICOS. Los
ejemplos no limitantes de miembros adecuados de la superfamilia de receptores de TNF son CD27, CDA40,
CD95/Fas, CD134/0X40, CD137/4-1BB, TNF-R1, TNFR-2, RANK, TACI, BCMA, osteoprotegerina, Apo2/TRAIL-R1,
TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, y APO-3. Los ejemplos no limitantes de integrinas adecuadas son CD11a, CD11b,
CD11c, CD18, CD29, CD41, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD103, y CD104. Los ejemplos no
limitantes de lectinas adecuadas son las lectinas del tipo C, lectina de tipo S, y lectina de tipo I.

En una realizacion, el ligando se une a un linfocito activado que se asocia con una enfermedad autoinmunitaria.

En otra realizacion, los ligandos inmunoespecificos Utiles para un antigeno virico o microbiano son anticuerpos
monoclonales. Tal como se usa en el presente documento, el término "antigeno virico" incluye, aunque no de forma
limitativa, cualquier péptido virico, proteina polipeptidica (por ejemplo, gp120 del VIH, VIH nef, glicoproteina F del
VSR, neuraminidasa del virus de la gripe, hemaglutinina del virus de la gripe, HTLV tax, glicoproteina del virus del
herpes simple (por ejemplo, gB, gC, gD y gE) y el antigeno superficial de la hepatitis B) que es capaz de estimular
una respuesta inmunitaria. Tal como se usa en el presente documento, la expresién "antigeno microbiano" incluye,
aunque no de forma limitativa, cualquier péptido microbiano, polipéptido, proteina, sacarido, polisacarido, o molécula
de lipido (por ejemplo, un polipéptido bacteriano, de hongos, protozoo patégeno o polipéptido de levadura
incluyendo, por ejemplo, LPS y un polisacarido capsular 5/8) que es capaz de estimular una respuesta inmune.

Se pueden obtener anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno virico o microbiano comercialmente o
producirse mediante cualquier método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, sintesis quimica
o técnicas de expresion recombinante. Se puede obtener la secuencia de nucleétidos que codifica anticuerpos que
son inmunoespecificos de un antigeno virico o microbiano, por ejemplo, de la base de datos GenBank database o de
una base de datos del tipo de ésta, publicaciones de bibliografia, o por clonacién y secuenciacién rutinarias.

En una realizacion, los ligandos utiles son aquellos que son (tiles para el tratamiento de una infeccion virica o
microbiana de acuerdo con los métodos divulgados en el presente documento. Los ejemplos de anticuerpos Utiles
para el tratamiento de una infeccién virica o una infeccién microbiana incluyen, aunque no de forma limitativa,
SYNAGIS (Medimmune, Inc., MD) que es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el virus sincitial
respiratorio (VSR) para el tratamiento de pacientes con infeccion por VSR; PRO542 (Progenics) que es un
anticuerpo de fusién con CD4 util para el tratamiento de la infeccion por VIH; OSTAVIR (Protein Design Labs, Inc.,
CA) que es un anticuerpo humano util para el tratamiento del virus de la hepatitis B; PROTOVIR (Protein Design
Labs, Inc., CA) que es un anticuerpo de IgG: humanizado Util para el tratamiento del citomegalovirus (CMV); y
anticuerpos dirigidos contra LPS.

Otros anticuerpos Utiles en el tratamiento de las enfermedades infecciosas incluyen, aunque no de forma limitativa,
anticuerpos Utiles contra los antigenos de cepas de bacterias patdgenas (por ejemplo, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrheae, Neisseria meningitidis, Corynebacterium diphtheriae, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Hemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
ozaenas, Klebsiella rhinoscleromotis, Staphylococc aureus, Vibrio colerae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Campylobacter (Vibrio) fetus, Aeromonas hidrophila, Bacillus cereus, Edwardsiella tarda, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis, Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Salmonella typhimurium, Treponema pallidum, Treponema pertenue, Treponema carateneum, Borrelia vincentii,
Borrelia burgdorferi, Leptospira icterohemorrhagiae, Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii, Francisella
tularensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella melitensis, Mycoplasma spp., Rickettsia prowazeki, Rickettsia
tsutsugumushi, y Chlamydia spp.); hongos patdégenos (por ejemplo, Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Blastomyces dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum); protozoos
(Entamoeba histolytica, Toxoplasma gondii, Trichomonas tenas, Trichomonas hominis, Trichomonas vaginalis,
Trypanosoma gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Leishmania tropica,
Leishmania braziliensis, Pneumocystis pneumonia, Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, o Plasmodium
Malaria); o Helmintos (Enterobius vermicularis, Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides, Trichinella spiralis,
Strongyloides  stercoralis, Schistosomajaponicum, Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, vy
anquilostomas).

Otros anticuerpos Utiles para el tratamiento de las enfermedades viricas incluyen, aunque no de forma limitativa,

anticuerpos contra antigenos de virus patdégenos, tales como por ejemplo: Poxviridae, Herpesviridae, Virus del
Herpes Simple 1, Virus del Herpes Simple 2, Adenoviridae, Papovaviridae, Enteroviridae, Picornaviridae,
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Parvoviridae, Reoviridae, Retroviridae, los virus de la gripe, los virus de la paragripe, paperas, sarampion, virus
sincitial respiratorio, rubeola, Arboviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B,
virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis E, virus de la hepatitis no A/no B, Rhinoviridae, Coronaviridae,
Rotoviridae, y el virus de la inmunodeficiencia humana.

La unidad de farmaco

La unidad de farmaco puede ser cualquier farmaco citotdxico, citostatico o inmunomodulador. D es una unidad de
farmaco (resto) que tiene un atomo que puede formar un enlace con la unidad separadora cuando y=1 o0 2 o con el
resto de glucurénido cuando y=0. En algunas realizaciones, la unidad de farmaco D tiene un atomo de nitrégeno que
puede formar un enlace con la unidad separadora. Tal como se usa en el presente documento, Las expresiones
"unidad de farmaco" y "resto de farmaco" son sinénimas y se usan de forma indistinta.

Las clases lUtiles de agentes citotoxicos o inmunomoduladores incluyen, por ejemplo, agentes antitubulina,
auristatinas, aglutinantes de la ranura menor del ADN, inhibidores de la replicacién del ADN, agentes alquilantes (por
ejemplo, complejos de platino tales como cisplatino, mono(platino), bis(platino) y complejos de platino trinucleares y
carboplatino), antraciclinas, antibiéticos, antifolatos, antimetabolitos, inhibidores de calmodulina, sensibilizantes de
quimioterapia, duocarmicinas, etopésidos, pirimidinas fluoradas, iondforos, lexitropsinas, maitansinoides,
nitrosoureas, platinoles, compuestos formadores de poros, antimetabolitos de purina, puromicinas, sensibilizantes de
la radiacion, rapamicinas, esteroides, taxanos, inhibidores de la topoisomerasa, alcaloides de la vinca, o similares.

Los agentes citotoxicos o inmunomoduladores incluyen, por ejemplo, un andrégeno, antramicina (AMC),
asparaginasa, 5-azacitidina, azatioprina, bleomicina, busulfan, butionina sulfoximina, caliqueamicina, derivados de
caligueamicina, camptotecina, carboplatino, carmustina (BSNU), CC-1065, clorambucilo, cisplatino, colchicina,
ciclofosfamida, citarabina, arabinésido de citosina, citocalasina B, dacarbazina, dactinomicina (anteriormente
actinomicina), daunorrubicina, dacarbazina, DM1, DM4, docetaxel, doxorrubicina, etopésido, un estrégeno, 5-
fluordesoxiuridina, 5-fluorouracilo, gemcitabina, gramicidina D, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, irinotecan,
lomustina (CCNU), maitansina, mecloretamina, melfalan, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitramicina, mitomicina C,
mitoxantrona, nitroimidazol, paclitaxel, palitoxina, plicamicina, procarbazina, rizoxina, estreptozotocina, tenipdsido, 6-
tioguanina, tiotepa, topotecan, vinblastina, vincristina, vinorelbina, VP-16 y VM-26.

En algunas realizaciones tipicas, los agentes citotdxicos adecuados incluyen, por ejemplo, aglutinantes de la ranura
menor del ADN (por ejemplo, enediinas y lexitropsinas, un compuesto CBI; véase también la Patente de Estados
Unidos n.° 6.130.237), duocarmicinas, taxanos (por ejemplo, paclitaxel y docetaxel), puromicinas, alcaloides de
vinca, CC-1065, SN-38, topotecan, morfolino-doxorrubicina, rizoxina, cianomorfolino-doxorrubicina, equinomicina,
combretastatina, netropsina, epotilona A y B, estramustina, criptoficinas, cemadotina, maitansinoides,
discodermdlido, eleuterobina, y mitoxantrona.

En algunas realizaciones, el farmaco es un agente antitubulina. Los ejemplos de agentes antitubulina incluyen,
aunque no de forma limitativa, taxanos (por ejemplo, Taxol® (paclitaxel), Taxotere® (docetaxel)), T67 (Tularik) y
alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina, y vinorelbina). Otros agentes antitubulina
incluyen, por ejemplo, derivados de la bacatina, analogos de taxano, epotilones (por ejemplo, epotilones Ay B ),
nocodazol, colchicina y colcimida, estramustina, criptoficinas, cemadotina, maitansinoides, combretastatinas,
discodermdlido y eleuterobina.

En determinadas realizaciones, el agente citotoxico es un maitansinoide, otro grupo de agentes antitubulina. Por
ejemplo, en realizaciones especificas, el maitansinoide puede ser maitansina o DM-1 (ImmunoGen, Inc.; véase
también Chari et al., 1992, Cancer Res. 52:127-131).

En algunas realizaciones, el farmaco es una auristatina, tal como auristatina E o uno de sus derivados. Por ejemplo,
el derivado de auristatina E puede ser un éster formado entre auristatina E y un cetoacido. Por ejemplo, se puede
hacer reaccionar auristatina E con acido paraacetil benzoico o acido benzoilvalérico para producir AEB y AEVB,
respectivamente. Otros derivados de auristatina tipicos incluyen AFP, MMAF, y MMAE. La sintesis y estructura de
los derivados de auristatina se describen en las publicaciones de solicitudes de patentes de Estados Unidos
nameros 2003-0083263, 2005-0238649 y 2005-0009751; la publicacién de patente internacional n.° WO 04/010957,
la publicacion de patente internacional n.° WO 02/088172, y las patentes de Estados Unidos nimeros 6.323.315;
6.239.104; 6.034.065; 5.780.588; 5.665.860; 5.663.149; 5.635.483; 5.599.902; 5.554.725; 5.530.097; 5.521.284;
5.504.191; 5.410.024; 5.138.036; 5.076.973; 4.986.988; 4.978.744; 4.879.278; 4.816.444; y 4.486.414.

En algunas realizaciones, D es cualquier férmula Dg 0 Dg:
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en la que, independientemente en cada localizacién:

Dp

R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R? se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, x*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cg
y X ( heterociclo C3-Cs);
R se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, X!-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-Cs-Cs
y X ( heterociclo C3-Cs);
R® se selecmona entre H y metilo;
oR* y R® forman conjuntamente un anillo carbociclico que tiene la férmula (CR?R )n , en el que R* and R® se
selecmonan de forma independiente de H, alquilo C1-Csg y carbociclo C3-Cg y n se selecciona entre 2, 3, 4,5y 6;
R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R’ se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Csg, arilo, x*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cs
y Xt ( heterociclo C3-Cs);
cada Rs se selecciona de forma independiente entre H, OH, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Cg y -O-(alquilo C1-Cs);
R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R se selecciona entre arilo y heterouclo C3-Cg;
z es 0, S, NH, o NR*, en la que R es alquilo C4-Cg;
R se selecciona entre H, alquilo -C:-Czo, arilo, heterociclo Ca-Cg, ~(R™0)m-R™, y -(R¥0)m-CH(R™)z:
m es un numero entero que varia entre 1-1000;
en eI que R%es alquilo C»-Cg;
R*¥esHo -alquilo (C1 Cs);
cada incidencia de R™ es, de forma independiente, H, COOH, -(CHz)y- N(R™)2, -(CH2)n-SOsH, 0 -(CH2)n-SOs-
alqguno C1-Cg; cada incidencia de R'® es de forma |ndepend|ente H, alquilo C;1-Cs, 0 (CHz)n COOH

se selecciona entre C(R )2- C(R )o-arilo, -C(R )2- C(R )2-(heterociclo C3-Cs), y- C(R )2- C(R )2-(carbociclo Cs-
Cs)
X" es alquileno C1-C10; y
n es un numero entero comprendido entre O y 6.

En una realizacion, R®, R* y R’ son, de forma independiente, isopropilo o sec-butilo y R® es H. En una realizacion
ilustrativa, R® y R* son cada uno isopropilo, R> es H, y R’ es sec-butilo.

En otra realizacion, R* y R® son cada uno metilo, y R® es H.
En otra realizacién adicional, cada incidencia de R® es -OCRs.

En una realizacién |Iustrat|va R® y R* son cada uno isopropilo, R? y R® son cada uno metilo, R® es H, R’ es sec-
butilo, cada incidencia de R® es -OCHs, y R® es H.

En una realizacion, Z es -O- o -NH-.

En una realizacion, R es arilo.

En una realizacion ilustrativa, R™ es fenilo.

En una realizacion ilustrativa, cuando Z es -O-, R™ es H, metilo o t-butilo.

En una realizacién, cuando Z es -NH, R™ es -CH(R™)., en el que R™ es-(CH2)n-N(R™)2, y R'® es -alquilo C;-Cs 0 -
(CH2)n-COOH.
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En otra realizacion, cuando Z es -NH, R™ es -CH(R™),, en el que R"® es-(CH2),-SOsH.

Las unidades de farmaco ilustrativas (-D) incluyen las unidades de farmaco que tienen las siguientes estructuras:
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una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, los grupos hidréfilos, tales como, aunque no de forma limitativa, los ésteres de trietilenglicol (TEG),
como se muestra anteriormente, pueden unirse a la unidad de farmaco en R™. Sin pretender quedar vinculado a
teoria alguna, los grupos hidréfilos ayudan a la internalizacién y a la no aglomeracién de la unidad de farmaco.

En otro aspecto, la unidad de farmaco es un derivado de acido aminobenzoico de una auristatina de la siguiente
férmula:
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en la que, independientemente en cada localizacién:

5 R’ se selecmona entre hidrégeno, alquilo C;-Cs, -O-(alquilo C;-Cs), -halégeno, -NO,, -COOH, y C(O)OR
cada R® se selecciona de forma independiente entre hidrégeno y alquilo-C1-Cs;
I es un namero entero que varia entre 0-10;
R* se selecciona entre hidrégeno, alquilo Cl Csg, carbociclo Cs-Cs, -arilo, X arllo Xt -(carbociclo C3-Cg),
heterociclo C3 Cs y x* -(heterociclo Cs- Cs) y R® se selecciona entre H y metilo; o R y R® tienen conjuntamente la

10 formula -(CR*R )n , en la que cada R* y R" se seleccionan de forma independiente entre H, alquilo C;-Cg vy -
carbociclo C3-Cg y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6, y forman un anillo con el a&tomo de carbono al cual se
unen;

R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;
R se selecciona entre H, alquilo C1-Cg, carbociclo Cs-Cs, arilo, X*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cs), heterociclo-C3z-Cg y
15 Xt -( heterociclo C3-Cg);
cada Rg se selecciona de forma independiente entre H, -OH, alquilo C;-Cg, carbociclo Cs-Cg, -O-alquil-(carbociclo
C1-Cs) y -O-(alquilo C1-Cs);
R9 se selecciona entre H y alquilo C;1-Csg;
R'? se selecciona entre ar|Io y heterouclo C3-Csg;
20 Z es -O-, -S-, -NH-, 0 -NR"- cuando R* es alquilo C1-Cg 0 arilo;
R se selecuona entre H, alquilo -C1-Cs, arilo, heterociclo C3-Cg, -(CH2CH2O)-H, -(CH>CH»0),-CHs, y -
(CH2CH,0),CH>CH,C(O)OH; en el que r es un nimero entero entre 1-10; y
X" es alquileno C;-Co.

25 En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la siguiente formula:

I

O A A e

R* R® RB
R']O

en la que, independientemente en cada localizacién:

30

R* se selecciona entre hidrégeno, alquilo C1 Cs, carbociclo Cs-Cs, -arilo, X arllo x* -(carbociclo C3-Cg),

heterociclo C3-Cg y X -(heterociclo Cs- Cs) y R® se selecciona entre H y metilo; o R y R® tienen conjuntamente la

férmula -(CR Rb)n , en la que cada R*y R" se seleccionan de forma independiente entre H, alquilo C;-Cg vy -

carbociclo C3-Cg y n se selecciona entre 2, 3, 4, 5y 6, y forman un anillo con el a&tomo de carbono al cual se
35 unen

R se selecciona entre H y alquilo C;-Cg;

R se selecciona entre H, alquilo C1-Cg, carbociclo Cs-Cs, arilo, X*-arilo, X* -(carbociclo C3-Cs), heterociclo-C3-Cg y

Xt -( heterociclo C3-Cg);

cada Rg se selecciona de forma independiente entre H, -OH, alquilo C;-Cg, carbociclo Cs-Cg, -O-alquil-(carbociclo
40 Cl-Cs) y -O-(alquilo C;-Cg);

R se selecciona entre H y alquilo C;-Csg;

R'? se selecciona entre arilo y heterouclo C3-Cs;

Z es -O-, -S-, -NH-, 0 -NR™- cuando R* es alquilo C;-Csg 0 arilo;

R se seleccmna entre H, alquilo -C1-Cs, arilo, heterociclo C3-Cg, -(CH.CH2O)-H, -(CH>CH,0),-CHs, y -
45 (CHZCHZO)r CH,CH,C(O)OH; en el que r es un numero entero entre 1-10; y

X' es alquileno C1-Cao.

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la siguiente formula:
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en la que, independientemente en cada localizacién:

R'? se selecciona entre grupos arilo y heterociclo-Cs-Cs;

Z es -O-, -S-, -NH-, 0 -NR™- cuando R*? es alquilo C1-Cg 0 arilo; y

R' se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, arilo, heterociclo Cs-Cs, -(CH2CH20),-H, -(CH2CH20),-CH3, y -
(CH2CH,0),-CH>CH>C(O)OH; donde r es un numero entero que varia entre 1-10.

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la siguiente formula:

H .
R e e
N pA
0 | SN O N 0

Z es -O-, -S-, -NH-, 0 -NR™- cuando R* es alquilo C;-Cg 0 arilo; y
R' se selecciona entre H, alquilo -C;-Cg, arilo, heterociclo Cs-Cg, -(CH2CH20)-H, -(CH2CH20)-CHas, y -
(CH2CH,0),-CH,CH>C(O)OH; donde r es un numero entero que varia entre 1-10.

en la que:

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco tiene la siguiente formula:

HN
O
'l O\r“ﬁ
I'TI N OH
O

OMe O OMe O H 0

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco no es un radioiso6topo. En algunas realizaciones, la unidad de
farmaco no es radioactiva.

En algunas realizaciones, la unidad de farmaco es un antimetabolito. El antimetabolito puede ser, por ejemplo, un
antagonista de purina (por ejemplo, azatioprina o micofenolato de mofetilo), un inhibidor de la dihidrofolato reductasa
(por ejemplo, metotrexato), aciclovir, gangciclovir, zidovudina, vidarabina, ribavirina, azidotimidina, arabinésido de
citosina, amantadina, didesoxiuridina, yododesoxiuridina, poscarnet, o trifluridina.

En otras realizaciones, la unidad de farmaco es tacrolimus, ciclosporina, FU506 o rapamicina. En realizaciones
adicionales, el farmaco es aldesleuquina, alemtuzumab, alitretinoina, alopurinol, altretamina, amifostina, anastrozol,
triéxido arsénico, bexaroteno, bexaroteno, calusterona, capecitabina, celecoxib, cladribina, darbepoetina alfa,
denileukin diftitox, dexrazoxano, propionato de dromostanolona, epirrubicina, epoetina alfa, estramustina,
exemestano, filgrastim, floxuridina, fludarabina, fulvestrant, gemcitabina, gemtuzumab ozogamicina (MYLOTARG),
goserelina, idarrubicina, ifosfamida, mesilato de imatinib, Interferéon alfa-2a, irinotecan, letrozol, leucovorina,
levamisol, mecloretamina o mostaza de nitrdgeno, megestrol, mesna, metotrexato, metoxsalen, mitomicina C,
mitotano, fenpropionato de nandrolona, oprelvekina, oxaliplatino, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa,
pedfilgrastim, pentostatina, pipobromano, plicamicina, porfimer sédico, procarbazina, quinacrina, rasburicasa,
rituximab, sargramostim, estreptozocina, tamoxifeno, temozolomida, tenipésido, testolactona, tioguanina, toremifeno,
Tositumomab, trastuzumab (HERCEPTIN), tretinoina, mostaza de uracilo, valrubicina, vinblastina, vincristina,
vinorelbina o zoledronato.

En algunas realizaciones, el resto de farmaco es un agente inmunomodulador. El agente inmunomodulador puede
ser, por ejemplo, gangciclovir, etanercept, tacrolimus, ciclosporina, rapamicina, ciclofosfamida, azatioprina,
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micofenalato de mofetilo o metotrexato. Como alternativa, el agente inmunomodulador puede ser, por ejemplo, un
glucocorticoide (por ejemplo, cortisol o aldosterona) o un analogo de glucocorticoide (por ejemplo, prednisona o
dexametasona).

En algunas realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente antiinflamatorio, tal como derivados
arilcarboxilicos, derivados que contienen pirazol, derivados de oxicam y derivados de &cido nicotinico. Las clases de
agentes antiinflamatorios incluyen, por ejemplo, inhibidores de la ciclooxigenasa, inhibidores de la 5-lipoxigenasa, y
antagonistas de los receptores del leucotrieno.

Los inhibidores de la ciclooxigenasa adecuados incluyen acido meclofenamico, acido mefenamico, carprofeno,
diclofenaco, diflunisal, fenbufeno, fenoprofeno, indometacina, ketoprofeno, nabumetona, sulindac, tenoxicam y
tolmetina.

Los inhibidores de la lipoxigenasa adecuados incluyen inhibidores rédox (por ejemplo, derivados de catecol butano,
acido nordihidroguaiarético (NDGA), masoprocol, fenidona, lanopalen, indazolinonas, nafazatrom, benzofuranol,
alquilhidroxilamina), e inhibidores no de rédox (por ejemplo, hidroxitiazoles, metoxialquiltiazoles, benzopiranos y sus
derivados, metoxitetrahidropirano, acidos boswélicos y derivados acetilados de acidos boswélicos, y acidos
quinolinametoxifenilacéticos sustituidos con radicales cicloalquilo), y precursores de inhibidores rédox.

otros inhibidores de la lipoxigenasa incluyen antioxidantes (por ejemplo, fenoles, galato de propilo, flavonoides y/o
sustratos que contienen flavonoides que se producen naturales, derivados hidroxilados de las flavonas, flavonol,
dihidroquercetina, luteolina, galangina, orobol, derivados de chalcona, 4,2’,4'-trihidroxichalcona, ortoaminofenoles, N-
hidroxiureas, benzofuranoles, ebselen y especies que aumentan la actividad de las selenoenzimas reductoras),
agentes quelantes de hierro (por ejemplo, acidos hidroxamicos y sus derivados, N-hidroxiureas, 2-bencil-1-naftol,
catecoles, hidroxilaminas, carnosol trolox C, catecol, naftol, sulfasalazina, zileuton, acido 5-hidroxiantranilico y acidos
4-(omega-arilalquil)fenilalcanoicos), compuestos que contienen imidazol (por ejemplo, ketoconazol e itraconazol),
fenotiazinas, y derivados de benzopirano.

otros inhibidores adicionales de la lipoxigenasa adecuados incluyen inhibidores de eicosanoides (por ejemplo, acidos
octadecatetraenoico, eicosatetraenoico, docosapentaenoico, eicosahexaenoico y docosahexaenoico y sus ésteres,
PGE1 (prostaglandina E1), PGA2 (prostaglandina A2), viprostol, acidos 15-monohidroxieicosatetraenoico, 15-
monohidroxieicosatrienoico y 15-monohidroxieicosapentaenoico, y leucotrienos B5, C5 y D5), compuestos que
interfiere con los flujos de calcio, fenotiazinas, difenilbutilaminas, verapamilo, fuscoside, curcumina, acido
clorogénico, acido cafeico, acido 5,8,11,14-eicosatetrayenoico (ETYA), hidroxifenilretinamida, lonapalen, esculina,
dietilcarbamazina, fenantrolina, baicaleina, proxicromilo, tioéteres, sulfuro de dialilo y sulfuro de di-(1-propenilo).

Los antagonistas de los receptores de leucotrieno incluyen calcitriol, ontazolast, Bayer Bay-x-1005, Ciba-Geigy CGS-
25019C, ebselen, Leo Denmark ETH-615, Lilly LY-293111, Ono ONO-4057, Terumo TMK-688, Boehringer Ingleheim
BI-RM-270, Lilly LY 213024, Lilly LY 264086, Lilly LY 292728, Ono ONO LB457, Pfizer 105696, Perdue Frederick PF
10042, Rhone-Poulenc Rorer RP 66153, SmithKline Beecham SB-201146, SmithKline Beecham SB-201993,
SmithKline Beecham SB-209247, Searle SC-53228, Sumitamo SM 15178, American Home Products WAY 121006,
Bayer Bay-0-8276, Warner-Lambert CI-987, Warner-Lambert CI-987BPC-15LY 223982, Lilly LY 233569, Lilly LY-
255283, MacroNex MNX-160, Merck and Co. MK-591, Merck and Co. MK-886, Ono ONO-LB-448, Purdue Frederick
PF-5901, Rhone-Poulenc Rorer RG 14893, Rhone-Poulenc Rorer RP 66364, Rhone-Poulenc Rorer RP 69698,
Shionoogi S-2474, Searle SC-41930, Searle SC-50505, Searle SC-51146, Searle SC-52798, SmithKline Beecham
SK&F-104493, Leo Denmark SR-2566, Tanabe T-757 y Teijin TEI-1338.

Sintesis de las unidades de ligando farmaco

Se pueden sintetizar una unidad de glucurénido y un conjugado de enlazador-farmaco basado en glucurénido
mediante cualquier técnica adecuada. La sintesis profarmacos basados en glucurénidos se divulga en, por ejemplo,
Desbene et al., 1998, Anticancer Drug Des. 13:955-68.

Un conjugado de compuesto de ligando farmaco que comprende un conjugado de enlazador-farmaco basado en
glucurénido puede sintetizarse mediante las técnicas conocidas en la materia. Por ejemplo, un conjugado de
enlazador farmaco basado en glucurénido puede comprender una funcionalidad acetamida para la conjugacion con
una unidad de ligando. Con respecto al Esquema 1, se muestra un profarmaco p-glucurénido de doxorrubicina (3) en
el Esquema 1. La amida puede estar modificada, mediante el precursor de amina, para poseer un grupo reactivo tal
como una bromoacetamida o maleimida para la unién a un ligando, tal como un anticuerpo. Ademas, como se
divulga en el Esquema 1, bajo la accion de la B-glucuronidasa, el sistema de farmaco enlazador labil a la B-
glucuronidasa daria como resultado la escision del enlace glicosidico seguida por la eliminacién de 1,6 y la pérdida
del di6xido de carbono, para liberar el farmaco del conjugado ligando farmaco.

En otras realizaciones ilustrativas, El Esquema 2 divulga conjugados de anticuerpo farmaco ilustrativos de MMAE, y

MMAF y otro potente derivado de doxorrubicina; doxorrubicina propil oxazolina (DPO; 2) que es un precursor de 2-
pirrolinodoxorrubicina (4) como se muestra en el Esquema 2. Ademas, se muestra en el Esquema 2 un profarmaco
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En otras realizaciones, el conjugado de enlazador farmaco basado en glucurénido puede ser, por ejemplo,
5 bromoacetamidaglucurénido-MMAE; bromoacetamida-glucurénido-MMAF;  glucurénido-estaurosporina; o un
aglutinante de la ranura menor de glucurénido-amino CBI (SN26597), como se muestra en la siguiente formula.
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COMPOSICIONES Y METODOS DE ADMINISTRACION

Las actuales composiciones farmacéuticas pueden estar en cualquier forma que permita que la composicién se
administre a un paciente. Por ejemplo, la composicién puede estar en la forma de un sélido, liquido o gas (aerosol).
Las rutas de administracion tipicas incluyen, sin limitacion, oral, tépica, parenteral, sublingual, rectal, vaginal, ocular,
intratumoral, e intranasal. La administraciébn parenteral incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas,
intramusculares, inyeccion intraesternal o técnicas de infusién. En un aspecto, las composiciones se administran por
via parenteral. En otro aspecto mas, los compuestos se administran por via intravenosa. En algunas realizaciones,
un compuesto conjugado de ligando farmaco se administra en ausencia de una administracién de una beta-
glucuronidasa.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de tal manera que permitan a un compuesto estar
biodisponible tras la administracién de la composicién a un paciente. Las composiciones pueden tomar la forma de
una o mas unidades de dosificacion, donde por ejemplo, un comprimido puede ser una Unica unidad de dosificacion,
y un recipiente de un compuesto en forma de aerosol puede mantener una pluralidad de unidades de dosificacion.

Los materiales utilizados en la preparacion de las composiciones farmacéuticas pueden no ser tdxicos en las
cantidades usadas. Sera evidente para una persona normalmente experta en la materia que la dosificacion 6ptima
del principio o principios activos en las composicién farmacéutica dependera de varios factores. Los factores
relevantes incluyen, sin limitacién, el tipo de animal (por ejemplo, ser humano), la forma concreta del compuesto, la
manera de administracion, y la composicion empleada.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede estar en forma de particulas, de forma que las composiciones estan,
por ejemplo, en forma de comprimidos o polvo. El(Los) vehiculo(s) puede ser liquido, siendo las composiciones, por
ejemplo, un jarabe oral o un liquido inyectable. Ademas, el(los) vehiculo(s) puede ser gaseoso o particulado, con el
fin de proporcionar una composicion en aerosol til en, por ejemplo, administracién inhalatoria.

Cuando se pretende para la administracion oral, la composicién esta preferentemente en forma sida o liquida, donde

las formas semisdélidas, semiliquidas, en suspensién y en gel se incluyen en las formas consideradas en el presente
documento ya sea como sélido o como liquido.
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Como una composicién soélida para la administracion oral, la composicién puede formularse en un polvo, granulo,
comprimido formado por compresion, pildora, capsula, chicles, obleas o las formas similares. Dicha composicion
sélida contiene normalmente uno o mas diluyentes inertes. Ademas, pueden estar presentes uno o mas de los
siguientes: aglutinantes tales como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina, o gelatina; excipientes
tales como almidén, lactosa o dextrinas, un agente disgregante tal como acido alginico, alginato de sodio, Primogel,
almidén de maiz y similares; lubricantes tales como estearato de magnesio o Sterotex; agente deslizantes tales
como diéxido de silicio coloidal; agente edulcorantes tales como sacarosa 0 sacarina, un agente aromatizante tal
como menta piperita, salicilato de metilo o aroma de naranja, y un agente colorante.

Cuando la composicion esta en la forma de una capsula, por ejemplo, una capsula de gelatina, esta puede contener,
ademas de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como polietilenglicol, ciclodextrina o un aceite
graso.

La composicion puede estar en la forma de o un liquido, por ejemplo, un elixir, jarabe, solucién, emulsiéon o
suspension. El liquido puede ser Gtil para la administracién oral o para la administracién mediante inyeccién. Cuando
se pretende para la administracion oral, una composicion puede comprender uno o0 mas de un agente edulcorante,
conservantes, tinte/colorante y un potenciador del aroma. En una composicién para su administracion mediante
inyeccion se puede incluir uno o mas de un tensioactivo, conservante, agente humectante, agente dispersante,
agente de suspension, tampon, estabilizante y agente isotdnico.

Las composiciones liquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, pueden incluir también uno o
mas de los siguientes: los diluyentes estériles tales como agua para inyeccion, suero salino, preferente suero salino
fisiolégico, solucién de Ringer, cloruro de sodio isoténico, aceites fijos tales como monoglicéridos o diglicéridos
sintéticos que pueden servir como medio disolvente o de suspension, polietilenglicoles, glicerina, ciclodextrina,
propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o metil parabeno;
antioxidantes como acido ascérbico o bisulfito sodico; agentes quelantes como acido etilendiaminotetraacético;
tampones como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o
dextrosa. La composicion parenteral se pueden introducir en una ampolla, una jeringa desechable o un vial
multidosis hecho de vidrio, plastico u otro material. El suero salino fisiolégico es un adyuvante ilustrativo. Una
composicion inyectable es, preferentemente, estéril.

La cantidad de compuesto que es eficaz en el tratamiento de un trastorno o dolencia concreto dependera de la
naturaleza del trastorno o dolencia, y se puede determinar mediante técnicas clinicas normalizadas. Ademas, se
pueden utilizar de manera opcional ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar los intervalos de dosificacion
optimos. La dosis precisa que se empleara en las composiciones dependera también de la ruta de administracion, y
la gravedad de la enfermedad o trastorno, y debera decidirse de acuerdo con el criterio del especialista a cargo del
tratamiento y de las circunstancias del paciente.

Las composiciones comprenden una cantidad eficaz de un compuesto de tal manera que se obtenga una
dosificacién adecuada. Normalmente, esta cantidad es al menos aproximadamente un 0,01 % de un compuesto en
peso de la composicion. Cuando se pretende para la administracion oral, esta cantidad puede variarse para variar
desde aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 80 % en peso de la composicién. En un aspecto, las
composiciones orales pueden comprender de aproximadamente 4 % a aproximadamente 50 % del compuesto en
peso de la composicion. En otro aspecto mas, las presentes composiciones se preparan de tal manera que una
unidad de dosificacion parenteral contenga de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 2 % en peso del
compuesto.

Para la administracion intravenosa, la composicion puede comprender de aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 100 mg de un compuesto por kg de peso corporal del animal. En un aspecto, la composicion
puede incluir de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg de un compuesto por kg de peso corporal del
animal. En otro aspecto, la cantidad administrada estara en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
25 mg/kg de peso corporal de un compuesto.

En general, la dosificacion administrada a un paciente esta entre aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
2000 mg/kg de peso corporal del animal. En algunas realizaciones, la dosificacion administrada a un paciente esta
entre aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal del animal. En algunas
realizaciones, la dosificacién administrada a un paciente esta entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente
250 mg/kg del peso corporal del animal. En algunas realizaciones, la dosificacién administrada a un paciente esta
entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg del peso corporal del animal. En algunas
realizaciones, la dosificacion administrada esta entre aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg del
peso corporal del animal. En algunas realizaciones, la dosificacion administrada esta entre aproximadamente 1
mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg del peso corporal del animal. En algunas realizaciones, la dosificacion
administrada esta entre aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del animal.

El compuesto o las composiciones pueden administrarse mediante cualquier ruta conveniente, por ejemplo,
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mediante infusién o inyeccién en bolo, mediante absorcion a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos
(por ejemplo, mucosa oral, rectal y mucosa intestinal, etc.). La administracién puede ser sistémica o local. Se
conocen varios sistemas de administracion, por ejemplo, encapsulacion en liposomas, microparticulas,
microcapsulas, capsulas, etc., y se puede usar para administrar un compuesto. En determinadas realizaciones, se
administra mas de un compuesto o composicion a un paciente.

En realizaciones especificas, puede ser deseable administrar uno 0 mas compuestos o composiciones localmente
en el area en necesidad de tratamiento. Esto puede lograrse, por ejemplo, y no a modo de limitacion, por infusion
local durante una cirugia; aplicacion tépica, por ejemplo, junto con un apésito para heridas después de la cirugia,;
mediante inyeccién; mediante un catéter; mediante un supositorio; 0 mediante un implante, siendo el implante un
material poroso, no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como membranas sialasticas, o fibras. En
una realizacion, la administracion puede ser mediante inyeccién directa en el sitio (o sitio anterior) de un cancer,
tumor o tejido neoplasico o preneoplasico. En otra realizacion, la administracion puede ser mediante inyeccion
directa en el sitio (o sitio anterior) de una manifestacion de una enfermedad autoinmune.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable introducir uno 0 mas compuestos 0 composiciones en el sistema
nervioso central mediante cualquier ruta adecuada, incluyendo inyeccidn intraventricular e intratecal. La inyeccion
intraventricular puede facilitarse mediante un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un depdsito, tal como un
depdsito Ommaya.

Se puede emplear también la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y formulacién con un agente aerosolizante, o mediante perfusion en un tensioactivo pulmonar de fluorocarbono o
sintético.

En otra realizacion mas, el compuesto o composiciones pueden administrarse en un sistema de liberacion
controlada, tal como, aunque no de forma limitativa, una bomba o bien se pueden utilizar diferentes materiales
poliméricos. En otra realizacion mas, se puede colocar un sistema de liberacién controlada proximo a la diana del
compuesto 0 composiciones, por ejemplo, el cerebro, requiriendo de esta manera solo una fraccion de la dosis
sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, anteriormente citado, vol. 2,
pp. 115-138 (1984)). Se pueden utilizar otros sistemas de liberacién controlada descritos en la revisién de Langer
(1990, Science 249:1527-1533).

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente, con el cual se administra un compuesto.
Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, tales como agua y aceites, incluidos aquellos de origen en el
petréleo, de origen animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite
de sésamo y similares. Los portadores pueden ser suero salino, goma de acacia, gelatina, pasta de almidon, talco,
gueratina, silice coloidal, urea o similares. Ademas, se pueden usar agentes auxiliares, estabilizantes, espesantes,
lubricantes y colorantes. En una realizacién, cuando se administran a un paciente, el compuesto o composiciones y
los vehiculos farmacéuticamente aceptables son estériles. El agua es un vehiculo ilustrativo cuando los compuestos
se administran por via intravenosa. Se pueden emplear también soluciones salinas y soluciones acuosas de
dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos, particularmente para soluciones inyectables. Los vehiculos
farmacéuticos adecuados también incluyen excipientes, tales como almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina,
malta, arroz, harina, creta, gel de silice, estearato sédico, monoesterato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche
desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. Las presentes composiciones, si se desea,
también puede contener cantidades menores de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes tamponantes del
pH.

Las presentes composiciones pueden tomar la forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, comprimidos,
pildoras, granulos, céapsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos, formulaciones de liberaciéon continua,
supositorios, emulsiones, aerosoles, pulverizaciones, suspensiones, o cualquier otra forma adecuada para su uso.
Otros ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados se describen en "Remington’s Pharmaceutical Sciences" de
E.W. Martin.

En una realizacion, los compuestos se formulan de acuerdo con los procedimientos rutinarios como una compaosicion
farmacéutica adaptada para la administracion intravenosa a animales, especialmente seres humanos. Normalmente,
los portadores o vehiculos para administracion intravenosa son soluciones acuosas estériles tamponadas. Cuando
sea necesario, las composiciones también pueden incluir un agente solubilizante. Las composiciones para
administracion intravenosa pueden comprender opcionalmente un anestésico local tal como lignocaina para
disminuir el dolor en el sitio de la inyeccion. En general, los ingredientes se suministran tanto por separado o se
mezclan conjuntamente en forma de dosis unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado exento
de agua en un recipiente herméticamente cerrado tal como una ampolla o sobrecillo que indica la cantidad de
principio activo. Cuando el compuesto se va a administrar mediante infusion, se puede dispensar, por ejemplo, con
un frasco para infusion que contiene agua estéril de calidad farmacéutica o suero salino. Cuando el compuesto se
administra mediante inyeccién, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril o suero salino para que los
componentes se mezclen antes de la administracion.

Las composiciones para la administracion oral pueden estar en la forma de comprimidos, pastillas para chupar,

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2649 550 T3

suspensiones acuosas u oleosas, granulos, polvos, emulsiones, capsulas, jarabes o elixires, por ejemplo. Las
composiciones administradas por via oral pueden contener opcionalmente uno o mas agentes, por ejemplo, agentes
edulcorantes tales como fructosa, aspartame o sacarina; agentes aromatizantes tales como menta piperita, aceite de
gaulteria 0 cereza; agentes colorantes; y agentes conservantes, para proporcionar una preparacion farmacéutica
agradable al paladar. Ademas, cuando estan en forma de comprimido o pildora, las composiciones pueden
revestirse para retrasar la disgregacion y la absorcidn en el tracto gastrointestinal proporcionando por tanto una
accion sostenida durante un periodo prolongado de tiempo. Las membranas selectivamente permeables que rodean
un compuesto impulsor osméticamente activo también son adecuadas para compuestos de la invencién
administrados por via oral. En estas Ultimas plataformas, el fluido del entorno que rodea la capsula se absorbe por el
compuesto impulsor, que se hincha para desplazar el agente o composicién de agente a través de una apertura.
Estas plataformas de suministro pueden proporcionar un perfil de liberacion de orden practicamente cero en
oposicion a los perfiles enriquecidos de las formulaciones de liberaciéon inmediata. Se puede usar también un
material de retraso en el tiempo tal como monoestearato de glicerol o estearato de glicerol.

Se pueden pretender las composiciones para la administracion topica, en cuyo caso, el vehiculo puede estar en la
forma de una solucién, emulsiones, pomada o base de gel. si se pretenden para la administracion transdérmica, la
composicion puede estar en la forma de un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis. Las formulaciones
tépicas pueden comprender una concentracion de un compuesto de entre aproximadamente 0,05 % a
aproximadamente 50 % p/v (peso por unidad de volumen de la composicién), en otro aspecto, de 0,1 % a 10 % p/v.

Se puede pretender la composicién para la administracién rectal, en la forma, por ejemplo, de un supositorio que se
funde en el recto y libera el compuesto.

La composicion puede incluir varios materiales que modifican la forma fisioldgica de una forma farmacéutica sélida o
liquida. Por ejemplo, la composicién puede incluir materiales que constituyen una envoltura de revestimiento
alrededor de los principios activos. Los materiales forman la envoltura de revestimiento son normalmente inertes, y
se pueden seleccionar entre, por ejemplo, azucar, shellac, y otros agentes de revestimiento entéricos. Como
alternativa, los principios activos se pueden incluir en una capsula de gelatina.

Las composiciones pueden consistir en unidades de dosificacion gaseosas, por ejemplo, pueden estar en la forma
de un aerosol. El término aerosol se utiliza para denotar varios sistemas que varian desde aquellos de naturaleza
coloidal a sistemas que consisten en envases presurizados. La administracién puede ser mediante un gas licuado o
comprimido o mediante un sistema de bomba adecuado que dispense los principios activos.

Tanto si estan en forma soélida, liquida o gaseosa, las presentes composiciones pueden incluir un agente
farmacoldgico utilizado en el tratamiento del cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa.

USOS TERAPEUTICOS DE LOS CONJUGADOS

Los conjugados son utiles para tratar el cancer, una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad infecciosa u otra
enfermedad en un paciente. En algunas realizaciones, los conjugados se administran solos. En otras realizaciones,
los conjugados se administran simultdneamente con otro agente terapéutico. En algunas realizaciones, los
conjugados se administran simultaneamente con las sustancias quimioterapéuticas tratantes habituales.

TRATAMIENTO DEL CANCER

Los conjugados son Utiles para inhibir la multiplicaciéon de una célula tumoral o una célula cancerosa, produciendo la
apoptosis en una célula tumoral o cancerosa, 0 para tratar el cancer en un paciente. Los compuestos se pueden
usar de acuerdo con ello en varios escenarios para el tratamiento de canceres animales. Algunos tipos de canceres
particulares ilustrativos se pueden tratar con compuestos incluyen, aunque no de forma limitativa, los descritos en la
Tabla 1.

TABLA 1

Tumores solidos, incluyendo, aunque no de forma limitativa:
fibrosarcoma
mixosarcoma
liposarcoma
condrosarcoma

sarcoma osteogénico
cordoma

angiosarcoma
endoteliosarcoma
linfangiosarcoma
linfangioendoteliosarcoma
sinovioma
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mesotelioma

tumor de Ewing
leiomiosarcoma
rabdomiosarcoma

cancer de colon

cancer de recto

cancer colorrectal

cancer de rifion

cancer de pancreas

cancer de hueso

cancer de mama

cancer de ovario

cancer de prostata
carcinoma del pene

cancer de eséfago

cancer gastrico

cancer gastrointestinal
cancer de estbmago

cancer peritoneal

carcinoma hepatico

cancer hepatocelular

cancer de higado

cancer oral

cancer nasal

cancer de garganta
carcinoma escamocelular (por ejemplo, epitelial)
carcinoma de células basales
adenocarcinoma

carcinoma de las glandulas sudoriparas
carcinoma de las glandulas sebaceas
carcinoma papilar
adenocarcinomas papilares
cistadenocarcinoma
carcinoma medular
carcinoma broncogénico
carcinoma de células renales
hepatoma

carcinoma del conducto biliar
coriocarcinoma

seminoma

carcinoma embriénico

tumor de Wilms

cancer de cuello de Gtero
cancer de Utero

carcinoma de endometrio o de Utero
cancer de vulva

cancer de testiculos
carcinoma de vejiga

cancer de pulmon, incluyendo carcinoma de pulmoén microcitico, cancer de pulmdn no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso de pulmén
carcinoma epitelial

glioma

glioblastoma

glioblastoma multiforme
astrocitoma

meduloblastoma
craneofaringioma
ependimoma

pinealoma
hemangioblastoma

neuroma acustico
oligodendroglioma
meningioma

cancer de piel

melanoma

neuroblastoma
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retinoblastoma

carcinoma de las glandulas salivales
cancer de tiroides

cancer de cabeza

cancer de cuello

cancer de ano

canceres transmitidos por la sangre, incluyendo, aunque no de forma limitativa:
leucemia linfoblastica aguda "LLA"
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B
leucemia linfoblastica aguda de linfocitos T
leucemia mielobastica aguda "LMA"
leucemia promielocitica aguda "LPA"
leucemia monoblastica aguda

leucemia eritroleucémica aguda

leucemia megacarioblastica aguda
leucemia mielomonocitica aguda

leucemia no linfocitica aguda

leucemia aguda no diferenciada

leucemia mielocitica crénica "LMC"
leucemia linfocitica crénica "LLC"

leucemia de células pilosas

mieloma mdltiple

leucemias aguda y cronica:

leucemias linfoblastica
mielégena

linfocitica

mielocitica

Linfomas:

enfermedad de Hodgkin

linfoma no de Hodgkin

mieloma mdltiple
macroglobulinemia de Waldenstrom
enfermedad de la cadena pesada
Policitemia vera

Los conjugados proporcionan direccionamiento al tumor o al cancer especifico de la conjugacion, reduciendo de esta
manera la toxicidad general de estos compuesto. El enlazador estabiliza los conjugados en sangre, ademas es
escindible por enzimas en el interior de la célula (por ejemplo, enzimas lisosémicas), liberando el (los) farmaco(s).

TRATAMIENTO MULTIMODAL PARA EL CANCER

Los céanceres, incluyendo, aunque no de forma limitativa, un tumor, metastasis, u otra enfermedad o trastorno
caracterizado por un crecimiento celular incontrolado, pueden tratarse o prevenirse mediante la administracion de un
conjugado de acuerdo con la presente invencion.

En algunas realizaciones, se proporcionan métodos para tratar o prevenir el cancer, incluyendo administrar a un
paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un conjugado y un agente quimioterapéutico. En una realizacion, el
agente quimioterapéutico es uno para el que no se ha encontrado que el tratamiento del cancer sea refractario. En
otra realizacion, el agente quimioterapéutico es uno para el que se ha descubierto que, como tratamiento contra el
cancer, genera resistencia. Los conjugados pueden administrarse a un paciente que ha experimentado también
cirugia como tratamiento para el cancer.

En una realizacion, el método de tratamiento adicional es la radioterapia.

En una realizacion especifica, el conjugado se administra concurrentemente con el agente quimioterapéutico o con
radioterapia. En otra realizacién especifica, el agente quimioterapéutico o la radioterapia se administra antes o
posteriormente a la administracion de un conjugado. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico o la
radioterapia se administra al menos una hora, cinco horas, 12 horas, un dia, una semana, un mes, algunos meses
(por ejemplo, hasta tres meses), antes o posteriormente a la administracion de un conjugado.

Se puede administrar un agente quimioterapéutico durante una serie de sesiones. Se puede administrar uno

cualquiera o una combinacion de los siguientes agentes quimioterapéuticos (véase posteriormente). Con respecto a
la radiacion, se puede usar cualquier protocolo de radioterapia dependiendo del cancer que se va a tratar. Por
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ejemplo, aunque no de forma limitativa, se puede administrar radiacién de rayos x; en particular, Se pueden usar
megatensiones de alta energia (radiacion de mas de 1 MeV de energia) para los tumores profundos, y se pueden
usar haces de electrones y ortotensiones de radiacion de rayos X para los canceres de piel. se pueden administrar
también radiois6topos que emiten rayos gamma, tales como isétopos radioactivos de radio, cobalto y otros
elementos.

Ademas, se proporcionan métodos de tratamiento del cancer con un conjugado como una alternativa a la
quimioterapia o la radioterapia donde la terapia o la radioterapia han demostrado o pueden demostrar ser demasiado
téxicas, por ejemplo, da como resultado efectos secundarios inaceptables o insoportables, para el sujeto que se esta
tratando. El animal que se esta tratando puede, opcionalmente, tratarse con otro tratamiento contra el cancer como
la cirugia, radioterapia o quimioterapia, dependiendo de qué tratamiento se considera aceptable o soportable.

Se pueden utilizar también los conjugados de una manera in vitro o ex vivo, tal como en el tratamiento de
determinados céanceres, incluyendo, pero sin limitacion, leucemias y linfomas, implicando dicho tratamiento
transplantes de citoblastos autdlogos. Esto puede implicar un procedimiento multietapa en el que citoblastos
hematopoyéticos autélogos del animal se recogen y limpian de todas las células cancerosas, a continuacion se
erradica la poblacion de células de médula 6sea restante del animal mediante la administracion de una dosis
elevada de un conjugado con o sin radioterapia de dosis elevadas acompafiante y el injerto de citoblastos se infunde
posteriormente en el animal. A continuacion, se proporciona tratamiento de soporte mientras se restaura la funcién
de la médula 6sea y se recupera el animal.

TRATAMIENTO MULTIFARMACOS PARA EL CANCER

Se divulgan métodos para tratar el cancer incluyen administrar a un paciente que lo necesita una cantidad eficaz de
un conjugado y otro agente terapéutico que es un agente anticanceroso.

Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y CYTOXAN®
ciclofosfamida; alquil sulfonatos tales como busulfan, improsulfano, piposulfan y treosulfan; dacarbazina; aziridinas
tales como benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilmelaminas incluyendo altretamina,
trietlenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolmelamina; TLK 286 (TELCYTA™);
acetogeninas (especialmente bullatacina y bullatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol, MARINOL®);
beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una camptotecina incluyendo el analogo sintético de
topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina y 9-
aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus andalogos sintéticos de adozelesina,
carzelesina y hizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas (particularmente criptoficina 1 y
criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina;
pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrogeno tales como clorambucilo, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalan,
novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas, tales como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; bisfosfonatos, tales como clodronato; antibiéticos
tales como los antibidticos de enediina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caligueamicina gammall y
caligueamicina omegall (véase, por ejemplo, Agnew, Chem. Intl. Ed. Engl. 33:183-186 (1994)) y antraciclinas tales
como annamicina, AD 32, alcarrubicina, daunorrubicina, dexrazoxano, DX-52-1, epirrubicina, GPX-100, idarrubicina,
KRN5500, menogaril, dinemicina, incluyendo dinemicina A, una esperamicina, cromoforos de neocarzinostatina y
cromoforos del antibidtico enediina de la cromoproteina relacionada, aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas (por ejemplo, bleomicina A2, bleomicina B2 y peplomicina), cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina
ADRIAMYCIN® (que incluye morfolinodoxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina,
doxorrubicina liposémica, y desoxidoxorrubicina), esorrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C,
acido micofendlico, tiazofurina, ribavirina, EICAR, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, y zorrubicina;
analogos del acido félico tales como denopterina, pteropterina, y trimetrexato; analogos de purina tales como
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, y tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, y floxuridina; andrégenos tales como
calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostana, y testolactona; anti-adrenales tales como
aminoglutetimida, mitotano, y trilostano; rellenador de &cido félico tal como acido folinico (leucovorina); aceglatona;
agentes antineoplasicos antifolato tales como ALIMTA®, LY231514 pemetrexed, inhibidores de la dihidrofolato
reductasa tales como metotrexato y trimetrexato, antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo (5-FU) y sus
profarmacos tales como UFT, S-1 y capecitabina, e inhibidores de la timidilato sintasa e inhibidores de la glicinamida
ribonucleétido formiltransferasa tales como raltitrexed (TOMUDEXRM, TDX); inhibidores de la dihidropirimidina
deshidrogenasa tal como eniluracilo; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfornitina; acetato de eliptinio; una epotilona;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; deferoxamina; lentinan; lonidainina; maitansinoides tales como maitansina y
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina;
losoxantrona; 2-etilhidracida; procarbazina; complejo de polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR);
razoxana, rizoxina; sizofiran; espirogermanio; acido tenuazénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos
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(especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®);
dacarbazina; manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; citosina arabinésido ("Ara-C");
ciclofosfamida; tiotepa; taxoides y taxanos, por ejemplo, TAXOL® paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.), ABRAXANE™ exento de Cremofor, formulacion de nanoparticulas de paclitaxel disefiadas con
albumina (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, lllinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne-Poulenc
Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; platino; analogos de
platino o analogos basados en platino tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino; vinblastina (VELBAN®);
epipodofilinas tales como etopdsido (VP-16), tenipdsido, tepotecan, 9-aminocamptotequina, camptotecina y crisnatol;
ifosfamida; mitoxantrona; alcaloides de la vinca tales como vincristina (ONCOVIN®), vindesina, alcaloides de la
vinca, y vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato;
inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido retinoico; sales
farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos
o mas de los anteriores tales como CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina, y prednisolona, y FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxiplatino
(ELOXATIN™) combinado con 5-FU y leucovorina.

En algunas realizaciones, el agente anticanceroso es metotrexato, taxol, L-asparaginasa, mercaptopurina,
tioguanina, hidroxiurea, citarabina, ciclofosfamida, ifosfamida, nitrosoureas, cisplatino, carboplatino, mitomicina,
dacarbazina, procarbazina, topotecan, mostazas de nitrégeno, cytoxan, etoposido, 5-fluorouracilo, BCNU, irinotecan,
camptotecinas, bleomicina, doxorrubicina, idarrubicina, daunorrubicina, dactinomicina, plicamicina, mitoxantrona,
asparaginasa, vinblastina, vincristina, vinorelbina, paclitaxel, o docetaxel.

En algunas realizaciones, el agente anticanceroso incluye, aunque no de forma limitativa, un farmaco relacionado en
la Tabla 2.

TABLA 2
Agentes alquilantes
mostazas de nitrégeno: ciclofosfamida
ifosfamida
trofosfamida
clorambucilo
melfalan
Nitrosoureas: carmustina (BCNU) lomustina (CCNU)
Alquilsulfonatos busulfan
treosulfano
Triazenos: dacarbazina
Compuestos que contienen platino: cisplatino

carboplatino

Alcaloides vegetales
alcaloides de vinca: \vincristina
vinblastina
vindesina
\vinorelbina
Taxoides: paclitaxel
docetaxol

Inhibidores de la topoisomerasa del ADN
Epipodofilinas: etoposido

tenipdsido

topotecan
9-aminocamptotequina
camptotecina

crisnatol
mitomicinas: mitomicina C
antimetabolitos
antifolatos:
inhibidores de DHFR: metotrexato
trimetrexato
Inhibidores de la IMP deshidrogenasa: acido micofendlico
tiazofurina
ribavirina
EICAR

inhibidores de la ribonucleétido reductasa: |hidroxiurea
deferoxamina

analogos de pirimidina:
Analogos de uracilo 5-fluorouracilo
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floxuridina
doxifluridina
ratitrexed

analogos de citosina

citarabina (ara C)
citosina arabinésido

fludarabina
analogos de purina: mercaptopurina
tioguanina
tratamientos hormonales:
Antagonistas de receptores:
Antiestrogenos tamoxifeno
raloxifeno
megestrol
agonistas de LHRH: goserelina
acetato de leuprélido
antiandrégenos: flutamida
bicalutamida
Retinoides/Deltoides
analogos de la vitamina D3: EB 1089
CB 1093
Agentes alquilantes KH 1060
tratamientos fotodinamicos: \vertoporfina(BPD-MA)
ftalocianina

fostosensibilizador Pc4
demetoxi-hipocrelina A
(2BA-2-DMHA)

Citoquinas:

interferén-a
Interferén-y
factor de necrosis tumoral

Agentes alquilantes

Otros: Gemcitabina
\Velcade
Revamid
Talamid

inhibidores de la isoprenilacién: lovastatina

Neurotoxinas dopaminérgicas:

ion de 1-metil-4-fenilpiridinio

inhibidores del ciclo celular:

estaurosporina

Actinomicinas:

/Actinomicina D

dactinomicina

Bleomicinas:

bleomicina A2 bleomicina B2 peplomicina

Antraciclinas:

daunorrubicina
doxorrubicina (adriamicina)
idarrubicina

epirrubicina

pirarrubicina

zorrubicina

mitoxantrona

inhibidores de MDR:

\verapamilo

Inhibidores de la Ca**ATPasa:

tapsigargina

TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNITARIAS

Los conjugados son Utiles para destruir o inhibir la replicacion de una célula que produce una enfermedad
autoinmunitaria o para tratar una enfermedad autoinmunitaria. Los conjugados se pueden usar de acuerdo con ello
en varios escenarios para el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria en un paciente.

Los tipos concretos de enfermedades autoinmunitarias que se pueden tratar con los conjugados incluyen, aunque no
de forma limitativa, trastornos relacionados con linfocitos Th2 (por ejemplo, dermatitis atépica, asma atopica,
rinoconjuntivitis, rinitis alérgica, sindrome de Omenn, esclerosis sistémica, y enfermedad de injerto frente a
hospedador); trastornos relacionados con linfocitos Thl (por ejemplo, artritis reumatoide, esclerosis miiltiple,
psoriasis, sindrome de Sjogren, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, cirrosis biliar primaria, granulomatosis
de Wegener, y tuberculosis); trastornos relacionados con linfocitos B activados (por ejemplo, lupus sistémico
eritematoso, sindrome de Goodpasture, artritis reumatoide, y diabetes de tipo I); y los descritos en la Tabla 3.
TABLA 3

44




ES 2649 550 T3

Hepatitis crénica activa
Enfermedad de Addison
Alveolitis alérgica

Reaccion alérgica

Rinitis alérgica

Sindrome de Alport

Anafilaxia

Espondilitis anquilosante
Sindrome antifosfolipidos
Artritis

Ascariasis

Aspergilosis

Alergia atopica

Dermatitis atépica

Rinitis atopica

Enfermedad de Behcet
Pulmén de Bird-Fancier

Asma bronquial

Sindrome de Caplan
Cardiomiopatia

Enfermedad celiaca
Enfermedad de Chagas
Glomerulonefritis cronica
Sindrome de Cogan
Enfermedad por crioaglutininas
Infeccion por rubeola congénita
Sindrome CREST

Enfermedad de Crohn
Crioglobulinemia

Sindrome de Cushing
Dermatomiositis

Lupus discoide

Sindrome de Dressler
Sindrome de Eaton-Lambert
Infeccioén por Ecovirus
Encefalomielitis

Oftalmopatia endocrina
Infeccion por el virus Epstein-Barr
Nausas equinas

Eritematosis

Sindrome de Evan

Sindrome de Felty
Fibromialgia

Ciclitis de Fuch

Atrofia gastrica

Alergia gastrointestinal

Arteritis de células gigantes
Glomerulonefritis

Sindrome de Goodpasture
Enfermedad de injerto frente a hospedador
Enfermedad de Grave
Enfermedad de Guillain-Barre
Tiroiditis de Hashimoto
Anemia hemolitica

Pdrpura de Henoch-Schonlein
Atrofia idiopatica de las glandulas suprarrenales
Fibrosis pulmonar idiopatica
Nefropatia de IgA

Enfermedad inflamatoria del intestino
Diabetes mellitus insulinodependiente
Artritis juvenil

Diabetes mellitus juvenil
Sindrome de Lambert-Eaton
Laminitis

Liquen plano

Hepatitis lupoide
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Lupus

Linfopenia

Enfermedad de Meniere
Enfermedad del tejido conectivo mixto
Esclerosis multiple

Miastenia grave

Anemia perniciosa

Sindromes poliglandulares
Demencia presenil
Agammaglobulinemia primaria
Cirrosis biliar primaria
Psoriasis

Artritis psoriatica

Fenémeno de Raynaud
Aborto recurrente

Sindrome de Reiter

Fiebre reumatica

Artritis reumatoide

Sindrome de Sampter
Esquistosomiasis

Sindrome de Schmidt
Escleroderma

Sindrome de Shulman
Sindrome de Sjorgen
Sindrome de Stiff-Man
Oftalmia simpatica

Lupus sistémico eritematoso
Arteritis de Takayasu

Arteritis temporal

Tiroiditis

Trombocitopenia

Tirotoxicosis

Necrolisis epidérmica toxica
Resistencia a la insulina de tipo B
Diabetes mellitus Tipo 1
Colitis ulcerosa

Uveitis

vitiligo

Macroglobulinemia de Waldenstrom
Granulomatosis de Wegener

TRATAMIENTO MULTIFARMACO DE ENFERMEDADES AUTOINMUNITARIAS

Se divulgan también los métodos para tratar una enfermedad autoinmunitaria, incluyendo administrar a un paciente
gue lo necesita una cantidad eficaz de un conjugado y otro agente terapéutico para el tratamiento de una
enfermedad autoinmunitaria. En una realizacion, el agente de la enfermedad antiinmunitaria incluye, aunque no de
forma limitativa, los agentes relacionados en la Tabla 4.

Tabla 4

Ciclosporina
ciclosporina A
micofenolato de mofetilo
sirolimus

tacrolimus

enanercept

prednisona

azatioprina

metotrexato ciclofosfamida
prednisona

acido aminocaproico
cloroquina
hidroxicloroquina
hidrocortisona
dexametasona
clorambucilo
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DHEA
danazol
bromocriptina
meloxicam
infliximab

Los conjugados son utiles para destruir o inhibir la multiplicacion de una célula que produce una enfermedad
infecciosa o para tratar una enfermedad infecciosa.

En una realizacion, los conjugados destruyen o inhiben la multiplicacion de células que producen una enfermedad
infecciosa concreta.

Los tipos concretos de enfermedades infecciosas que se pueden tratar con los conjugados incluyen, aunque no de
forma limitativa, los descritos en la Tabla 5.

TABLA 5
Enfermedades bacterianas:

Difteria

Tosferina

Bacteremia oculta
Infeccién del tracto urinario
Gastroenteritis
Celulitis

Epiglotitis

Traqueitis

Hipertrofia de adenoides
Absceso retrofaringeo
Impétigo

Ectima

Neumonia
Endocarditis

Artritis séptica
Pneumocdcica
Peritonitis

Bacteremia
Meningitis

Meningitis purulenta aguda
Uretritis

Cervicitis

Proctitis

Faringitis

Salpingitis
Epididimitis

Gonorrea

Sifilis

Listeriosis

Antrax

Nocardiosis
Salmonella

Fiebre tifoidea
Disenteria
Conjuntivitis

Sinusitis

Brucelosis

Tularemia

Colera

Peste bubonica
Tétanos

Enteritis necrosante
Actinomicosis
Infecciones anaerobias mixtas
Sifilis

Fiebre recurrente
Leptospirosis
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Enfermedad de Lyme

Fiebre por mordedura de rata
Tuberculosis

Linfoadenitis

Lepra

Clamidia

Neumonia por clamidia
Tracoma

Conjuntivitis por inclusion

Enfermedades flingicas sistémicas:

Histoplasmosis
Cocidiodomicosis
Blastomicosis
Esporotricosis
Criptococosis
Candidiasis sistémica
Aspergilosis
Mucormicosis
Micetoma
Cromomicosis

Enfermedades por rickettsia:

Tifus

Fiebre con manchas de las Montafias Rocosas
Erliquiosis

Rickettsiosis transmitida por la pulga oriental de la rata
Viruela por Rickettsia

Fiebre Q

Bartonelosis

Enfermedades parasiticas:

Malaria

Babesiosis
Enfermedad del suefio africana
Enfermedad de Chagas
Leishmaniasis
Fiebre Dum-Dum
Toxoplasmosis
Meningoencefalitis
Queratitis
Entamebiasis
Giardiasis
Criptosporidiasis
Isosporiasis
Ciclosporiasis
Microsporidiosis
Ascariasis
Tricuriasis
Anquilostomiasis
Estrongiloidiasis
Larva Migrans ocular
Triquinosis
Dracunculiasis
Filariasis linfatica
Loiasis
Oncocercosis
Dirofilariasis
Esquistosomiasis
Picadura de notonéctido
paragonimiasis
Clonorquiasis
Fascioliasis
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Fasciolopsiasis

Opistorquiasis

Infeccion por cestodos
Hidatiasis

Enfermedad hidatidica alveolar

Enfermedades viricas:
Sarampién
Panencefalitis esclerosante subaguda
Resfriado comudn
Paperas
Rubeola
Roseola
Eritema infeccioso
Viruela aviar
Infeccion por virus sincitial respiratorio
Laringotraqueobronquitis
Bronquiolitis
Mononucleosis infecciosa
Poliomelitis
Herpangina
Fiebre aftosa humana
Enfermedad de Bornholm
Herpes genital
Verrugas genitales
Meningitis aséptica
Miocarditis
Pericarditis
Gastroenteritis
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
Sindrome de Reye
Sindrome de Kawasaki
Gripe
Bronquitis
Neumonia atipica
Sindrome paragripal
Fiebre faringoconjuntival aguda
Queratoconjuntivitis epidémica
Virus del herpes simple 1 (VHS-1)
Virus del herpes simple 2 (VHS-2)
Herpes zoster
Infeccion por citomegalovirus
Rabia
Leucoencefalopatia multifocal progresiva
Kuru
Insomnio familiar fatal
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
Enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker
Paraparesis espastica tropical
Encefalitis equina occidental
Encefalitis de California
Encefalitis de San Luis
Fiebre amarilla
Dengue
Coriomeningitis linfocitica
Fiebre de Lassa

Enfermedades viricas:
Fiebre hemorragica
Sindrome pulmonar por hantavirus
Infecciones por el virus Marburg
Infecciones por el virus del Ebola
Viruela
TRATAMIENTO MULTIFARMACOS DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS
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Se divulgan los métodos para tratar una enfermedad infecciosa, incluyendo administrar a un paciente que lo necesita
un conjugado y otro agente terapéutico que es un agente contra enfermedades infecciosas. En una realizacién, los
agentes contra enfermedades infecciosas son, aunque no de forma limitativa, los agentes relacionados en la Tabla
6.

TABLA 6
Antibioticos de B-lactamas:

Penicilina G
Penicilina V
Cloxacilina
Dicloxacilina
Meticilina
Nafcilina
Oxacilina
Ampicilina
Amoxicilina
Bacampicilina
Azlocilina
Carbenicilina
Mezlocilina
Piperacilina
Ticarcilina

Aminoglicésidos:

Amikacina
Gentamicina
Kanamicina
Neomicina
Netilmicina
Estreptomicina
Tobramicina

Macrélidos:

Azitromicina
Claritromicina
Eritromicina
Lincomicina
Clindamicina
Tetraciclinas:
Demeclociclina
Doxiciclina
Minociclina
Oxitetraciclina
Tetraciclina

Quinolonas:

Cinoxacina
Acido nalidixico
Fluoroquinolonas:

Ciprofloxacina
Enoxacina
Grepafloxacina
Levofloxacina
Lomefloxacina
Norfloxacina
Ofloxacina
Esparfloxacina
Trovafloxicina

Polipéptidos:
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Bacitracina
Colistina
Polimixina B

Sulfonamidas:

Sulfisoxazol
Sulfametoxazol
Sulfadiazina
Sulfametizol
Sulfacetamida

Agentes antibacterianos diversos:

Trimetoprim
Sulfametazol
Cloranfenicol
Vancomicina
Metronidazol
Quinupristina
Dalfopristina
Rifampina
Espectinomicina
Nitrofurantoina
Agentes antiviricos:
Agentes antibacterianos diversos:

Agentes antiviricos generales:

Idoxuradina
Vidarabina
Trifluridina
Aciclovir
Famociclovir
Penciclovir
Valaciclovir
Ganciclovir
Foscarnet
Ribavirina
Amantadina
Rimantadina
Cidofovir
Oligonucledtidos de sentido contrario
Inmunoglobulinas
Interferones

Farmacos para la infeccién por VIH:

Tenofovir
Emtricitabina
Zidovudina
Didanosina
Zalcitabina
Estavudina
Lamivudina
Nevirapina
Delavirdina
Saquinavir
Ritonavir
Indinavir
Nelfinavir
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Ejemplos

La invencién se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, que no estan previstos para limitar el alcance
de la invencion. Las lineas de células descritas en los siguientes ejemplos se mantuvieron en cultivo de acuerdo con
las condiciones especificadas por la American Type Culture Collection (ATCC) o Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania (DMSZ), a menos que se especifique otra cosa.
Los reactivos de los cultivos celulares se obtuvieron de Invitrogen Corp., Carlsbad, CA a no ser que se especifique
otra cosa.

A menos que se indique otra cosa, todos los disolventes anhidros se obtuvieron comercialmente y se almacenaron
en frascos Sure-seal® con nitrdgeno. Todos los demas reactivos y disolventes se adquirieron con la calidad mas alta
disponible y se utilizaron sin purificacion adicional. Se registraron los espectros de RMN en un Instrumento Varian
Mercury de 400 MHz. Los desplazamientos quimicos (d) se notificaron en partes por millén (ppm) haciendo
referencia al tetrametilsilano a 0,00 y las constantes de acoplamiento (J) se notificaron en Hz. Los datos espectrales
de masa de resolucion baja se adquirieron en un espectrémetro de masas ZMD que tiene como interfaz un
instrumento de cromatografia liquida de alto rendimiento HP Agilent 1100 para la CL-EM. Los productos se eluyeron
en una columna Phenomonex Synergi de 2,0 x 150 mm, 4y, 80 A MAX RP utilizando un gradiente lineal de fase
movil B (CHsCN con HCO2H al 0,05 % en A (soluciéon acuosa HCO,H al 0,05 %) a 0,4 ml/min. Salvo que se
especifiqgue de otra forma, los tiempos de retenciéon notificados (tgr) son aquellos procedentes de la LC-S. Se
obtuvieron los datos de alta resolucion (masa exacta) en el University of Washington Medicinal Chemistry Mass
Spectrometry Center en un Bruker APEXIIl 47e [FT(ICR)]MS. Se llevé a cabo la HPLC analitica en un instrumento
Waters 2695 utilizando una PDA Waters 2996 y el software Millenium.

Para la HPLC analitica, la fase estacionaria utilizada fue una columna Phenomonex Synergi 4,6 x 150 mm, 4y, 80 A
MAX RP. Se eluyeron los productos tanto en gradientes lineales acidos (designados gradiente A) de fase movil B
(CH3CN con HCO2H al 0,05 %; 10 % a 95 % durante 8 min) en A (solucién acuosa de TFA al 0,05 %) o gradientes
lineales neutros (designados gradiente N) de fase mavil B (CHsCN; 10 % a 90 % durante 10 min, a continuacion se
mantuvo a 90 % durante 5 min) en A (NH4H2PO4 5,0 mM) a un caudal de 1,0 ml/min. Se llevaron a cabo las
purificaciones mediante HPLC preparativa en un instrumento Varian equipado con una columna C12 Phenomenex
Synergy MAX-RP 4 de fase inversa, de 250 x 21,2 mm, eluyendo con TFA al 0,1 % en un gradiente de agua-
acetonitrilo. Se llevé a cabo la cromatografia radial en un instrumento Chromatotron® (Harrison Research, Palo Alto,
CA) sobre placas de gel de silice en fase normal (Analtech, Newark, DE). Se llevd a cabo la cromatografia en placa
fina preparativa sobre placas de gel de silice Whatman de 20 x 20 cm, 500 p, 60 A. se llevaron a cabo otras
purificaciones preparativas en fase normal mediante la cromatografia sobre gel de silice ultrarrapida normalizada
utilizando el gel de silice de malla 230-400 de 60A Whatman Science como adsorbente.

Ejemplo 1 - Sintesis

(2S,3S,4S,5R,6S)-metil-6-(2-(3-(((9H-fluoren-9il)metoxi )carbonilamino)  propanamido)-4-(hidroximetil)fenoxi )-
3,4,5-triacetoxi-tetrahidro-2H-piran-2-carboxilato (12): A una solucién de la anilina 5 (74 mg, 0,163 mmol) en
diclorometano (6 ml) se afiadié DIPEA (57 ul, 0,33 mmol). se afiadio el cloruro acido 6 (65 mg, 0,20 mmol) y se agitd
la mezcla durante 30 min. La mezcla se vertié en solucidon acuosa saturada de bicarbonato de sodio y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 50 ml). Los extractos combinados se lavaron con agua y salmuera y se secaron con sulfato de
sodio. La filtracion y la concentracién proporcionaron un residuo que se purificé mediante cromatografia radial
utilizando metanol al 5 % en diclorometano como fase movil para dar 106 mg (87 %) de 11 como un sélido blanco:
RMN "H(d6-DMSO) 1,98 (s, 3H), 1,99 (s, 6H), 2,52 (m, 2H) 3,27 (m, 2H), 3,32 (s, 3H), 4,20 (M, 1H), 4,26 (m, 1H),
4,39 (d, 2H, J = 6,3 Hz), 4,70 (d, 1H, J = 9,7 Hz), 5,04 (t, 1H, J = 9,6 Hz), 5,15 (m, 2H), 5,48 (t, 1H, J = 9,4 Hz), 5,54
(d, 1H, J = 7,6 Hz), 5,75 (s, 1H), 7,02 (c, 2H, J = 4.3 Hz) 7,30 (m, 2H), 7,39 (t, 4H, J = 7,72 Hz), 7,67 (d, 2H, J = 7,6
Hz), 7,80 (s, 1H), 7,87 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 8,72 (s, 1H); CL-EM m/z (ES"), 749,04 (M+H)".

(2S,3S,4S,5R,6S)-metil-6-(2-(3-(((9H-fluoren-9il)metoox i)carbonilamino)propanamido)-4-(((4-
mtrofenoxi)carboniloxi)metil)fenoxi)-3,4,5-triaceto xi-tetrahidro-2H-piran-2-carboxilato (7): A una mezcla de
alcohol bencilico 11 (105 mg, 0,14 mmol) en DMF (4 ml) se afiadi6 carbonato de bis p-nitrofenilo (85 mg, 0,28 mmol)
y DIPEA (36 pl, 0,21 mmol). La mezcla se agit6 durante 16 h a una temperatura ambiente y se concentré a presion
reducida hasta un residuo oleoso. Este material se disolvié en diclorometano y se aspird directamente sobre una
placa Chromatotron radial de 1 mm y se eluy6 con acetato de etilo al 50 % en hexanos seguido por acetato de etilo
para dar un 83 % (106 mg) de 7 como un sélido: RMN 1H(d6-DMSO) 01,98 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,52
(m, 2H), 3,28 (m, 2H), 3,62 (s, 3H), 4,20 (m, 1H), 4,27 (m, 2H), 4,73 (d, 1H, J = 9,8 Hz), 5,05 (t, 1H, J = 9,6 Hz), 5,18
(t, 1H, J = 9,4 Hz), 5,21 (s, 2H), 5,49 (t, 1H, J = 10,2 Hz), 7,10 (d, 1H, J = 8,2 Hz), 7,22 (m, 1H), 7,30 (m, 2H), 7,39
(m, 4H, 3 = 7,0 Hz), 7,55 (d, 2H, J = 9,2 Hz), 7,67 (d, 2H, J = 5,2 Hz), 7,87 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,97 (s, 1H), 8,29 (d,
2H, J = 9,0 Hz), 8,83 (s, 1H); , CL-EM m/z (ES"), 914,03 (M+H)".

Monometil Auristatina E (MMAE):  Se prepar6 MMAE (1a) en Albany Molecule Research, Inc (Albany, NY). Se ha
descrito anteriormente la sintesis de MMAE (1a) (Doronina et al., Nat Biotechnol 21:778-84 (2003)).
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Monometil Auristatina F (MMAF):  se prepararon los intermedios para la sintesis de MMAF (1b) en Albany Molecule
Research, Inc (Albany, NY). Se ha descrito anteriormente la sintesis de MMAF) (1b) (Doronina et al., Bioconjug
Chem. 17(1):114-124 (2006); y la publicacion de patente de Estados Unidos 2005-0238649.

Carbonato de MMAF (8) A una mezcla de carbonato de p-nitrofenilo 7 (30 mg, 0,033 mmol) y monometil auristatina
F (MMAF) (1b; 29 mg, 0,039 mmol) se afiadi6 DMF (0,8 ml) y piridina (0,2 ml). (se ha descrito anteriormente la
sintesis de MMAF (Doronina et al., Bioconjug Chem. 17(1):114-124 (2006); y la publicacién de patente de Estados
Unidos 2005-0238649. se afiadié DIPEA (7 pl, 0,04 mmol) seguido por HOAt (1 mg, 7 umol). La mezcla de reaccién
se agitdé durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a presién reducida y se cromatografié sobre
una placa Chromatotron de 1 mm, eluyendo con metanol del 1 al 5 % en un gradiente de diclorometano que contenia
acido acético al 1 %. La banda UV final activa (254 nm) para eluir era el producto. Esto proporciono el 44 % (22 mg)
de 8 como un material sélido. El material se llevo adelante sin caracterizacion adicional.

Glucurénido amina de MMAF: A una mezcla del carbamato de MMAF (22 mg, 0,015 mmol) en metanol (1 ml) a 0
°C se afiadié una solucién de LiOH monohidratado (5,5 mg, 0,132 mmol) en agua (1 ml). La mezcla se agité durante
15 min a 0 °C y la mezcla de reaccién se neutralizé utilizando acido acético (8 pl) y se concentré a presion reducida:
CL-EM m/z (ES'), 1364,09 (M-H)", 9,78 min.

El material resultante se disolvié en DMF (0,8 ml) y se trat6é con piperidina (0,2 ml). La mezcla se agitdé durante 5 min
y se concentr6 a presion reducida. El materlal se capturd en agua y se purificé mediante HPLC preparativa para dar
12 mg (72 %) como un sélido blanco: RMN H (CDs0D) & 0,52 (d), 0,59 (d), 0,75-1,1 (m), 1,1-1,35 (m), 1,32-1,67
(m), 1,70-2,10 (m), 2,15-2,50 (m), 2,83-3,05 (m), 3,11 (s), 3,15-3,42 (m), 3,45-3,68 (m), 3,85 (m), 3,95 (m), 4,00-4,18
(m), 4,19-4,30 (m), 4,50-4,97 (m), 5,00-5,20 (m), 7,09-7,29 (m), 7,65 (d), 7,75 (d), 7,82 (d), 7,88 (d), 8,18 (d), 8,25
(m), 8,35 (d), 8,40 (d), 8,59 (d); CL-EM m/z (ES’), 1144,66 (M-H)".

Glucurénido maleimida de MMAE (9a):  Se preparé el compuesto 9a de una manera idéntica a 9b (posterlormente)
comenzando con MMAE (1a) y el compuesto 7. Se obtuvo el compuesto 9a como un soélido de color blanco: RMN H
(CDs0D); & 0,64-1,01 (m, 24H), 1,12 (t, J = 6,9 Hz, 3H), 1,16 (d, J= 6,5 Hz, 1H), 1,23 (m, 1H), 1,4 (m, 1H), 1,45-1,63
(m, 5H), 1,67-1,98 (m, 2H), 2,19 (m, 3H), 2,42-2,54 (m, 1H), 2,63 (m, 2H), 2,96 (m, 4H), 3,1 (s, 2H), 3,12-3,39 (m,
3H), 3,40-3,73 (m, 9H), 3,85-3,96 (M, 1H), 4,04 (m, 1H), 4,13-4,27 (m, 2H), 4,52 (m, 1H), 4,59-4,68 (m, 2H), 4,65-5,0
(m, 2H), 5,0-5,17 (m, 2H), 6,78 (s, 2H), 7,09 (m, 1H), 7,20 (m, 3H), 7,3 (m, 3H), 7,38 (d, J= 7,6 Hz, 3H), 7,75-8,01 (m,
2H), 8,26 (d, J= 9,0 Hz, 1H), 8,32 (m, 1H); CL-EM m/z (ES+) 1323,01 (M+H), 6,88 min; HRMS m/z para
CesHo7NaO20Na, (M-H+2Na)" calculado, 1367,6615; encontrado, 1367,6616.

Glucurénido maleimida de MMAF (9b): A una mezcla de la amina (12 mg, 0,011 mmol) en DMF (1 ml) se afiadi6
MC-OSu (10; 5,2 mg) seguido por DIPEA (6 ul). Después de 15 min, la mezcla de reaccién se concentré a presion
reducida, se disolvi6 en una mezcla de agua y DMSO (1:1; 1 ml) y se purificd medlante HPLC preparativa. Esto
proporciond 9,4 mg (64 %) de 9b en forma de un soélido de color blanco: RMN 'H (CDs0OD) 60,66-1,05 (m, 22H),
1,10-1,27 (m, 9H), 1,33-1,43 (m, 2H), 1,44-1,62 (m, 6H), 1,66-2,05 (m, 5H), 2,15-2,35 (m, 4H), 2,40-2,50 (m, 2H),
2,60-2,68 (m, 2H), 2,84-2,98 (m, 9H), 3,10 (s, 2H), 3,22 (s, 2H), 3,25-3,68 (m, 12H), 3,85 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz), 3,93
(d, J = 10 Hz), 4,05 (m, 1H), 4,13 (m, 1H), 4,22 (c, J = 10 Hz), 4,48-4,58 (m, 1H), 4,63-4,75 (m, 2H), 4,81 (d, J= 7,8
Hz, 2H), 5,02-5,17 (m, 3H), 6,77 (s, 2H), 7,10 (m, 1H), 7,15-7,29 (m, 8H), 7,82-8,01 (m, 2H), 8,16 (d, J= 8,4 Hz, 1H),
8,24 (s, 1H), 8,35 (m, 1H); CL-EM m/z (ES+), 1337,03 (M+H)+, 8,50 min; HRMS m/z para CesHosNaO21Na, (M-
H+2Na)+ calculado, 1381,6407; encontrado, 1381,6428.

4-(terc-butildifenilsililoxi)butan-1-ol ~ : A una solucion de 1,4-butanodiol se afiadié hidruro de sodio 1,0 g de una
dispersion al 60 % en aceite mineral). Esta mezcla se dejo agitar a temperatura ambiente durante 1 h, antes, se
afnadi6 TBDPSCI (5,0 ml, 18,2 mmol). La mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se vertié en agua y se extrajo con éter (3 x 100 ml). El extracto combinado se lavé con agua y salmuera y
se seco con sulfato de sodio. Los extractos combinados se lavaron con agua y salmuera y se secaron con sulfato de
sodio. La filtracion y la concentracién proporciond un residuo oleoso, que se purificO mediante cromatografia radial
sobre una placa de 4 mm eluyendo con acetato de hexilo al 25 % en hexanos, seguido por acetato de etilo al 50 %
en hexano. Esto proporcion6 3,36 g (56 %) del producto deseado como un aceite transparente. RMN 'H (CDCly);
01,24 (s, 9H), 1,65 (m, 4h), 3,65 (m, 4H), 7,40 (m, 6H), 7,64 (d, 2H, J = 1,5 Hz).

4-(terc-butildifenilsililoxi)butanal: A una solucion del 4-(terc-butildifenilsililoxi)butan-1-ol (0,5 g, 1,5 mmol) en
diclorometano (20 ml) se afiadioé peryodinano de Dess-Martin (775 mg, 1,83 mmol). La mezcla se agité durante 1 h.
La mezcla de reaccion se vertié en hexanos y el precipitado de color blanco resultante se eliminé mediante filtracion.
La solucién se concentr6é en forma de una suspensién, que se disolvié en diclorometano (5 ml) y se vertié de nuevo
en hexanos dando como resultado en la precipitacion un sélido de color blanco. Los sélidos se eliminaron mediante
filtracion y la solucién resultante se concentrd. Esto proporcion6 475 mg (97 %) de un aceite transparente: RMN 'H
(CDCly); 61,04 (s, 9H), 1,89 (m, 2H), 2,55 (m, 2H), 3,69 (t, 2H, J = 6,1 Hz)), 7,38 (m, 6H), 7,63 (d, 4H, J = 1,7 Hz),
9,79 (t, 1H, J = 1,8 Hz).

2-(3-(terc-butildifenilsililoxi)propil)oxazolidina (12): Se afadi6 gota a gota una mezcla del 4-(terc-
butildifenilsililoxi)butanal (235 mg, 0,72 mmol) en benceno (3 ml) a una solucién de hidroxietilamina (44 pl, 0,72
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mmol) en benceno (3 ml). Se afiadieron tamices moleculares en polvo (4A, 600 mg) y se agit6 la mezcla durante 1,5
h, antes de filtrarse a través de un filtro de jeringa Millipore de 20 um y se concentraron. Esto proporcion6 12, que se
uso directa e inmediatamente en la sintesis de 13 (posteriormente): RMN 'H (CeDs); 61,18 (s, 9H), 1,65-1,82 (m, 2H),
2,62 (m, 2H), 3,33 (dd, 3H, J = 6,1, 7,5 Hz), 3,69 (t, 3H, J = 6,1 Hz), 4,26 (t, 1H), 7,23 (dd, 6H, J = 1,9, 3,1 Hz), 7,79
(m, 4H).

2-(3-(terc-butildifeenilsililoxi)propil)oxazolidina -3-carboxilato de 3-(3-(((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonilamino)propanamido)-4-((2S,3R,4S,5S,  6S)-3,4,5-triacetoxi-6-(metoxicarbonil)-tetrahidro-2 ~ H-
piran-2-iloxi)bencilo (13) : Al alcohol bencilico (50 mg, 0,067 mmol) en diclorometano (10 ml) se afadio piridina (63
pl, 0,8 mmol). La mezcla se enfrié a -78°C y se afiadié difosgeno (16 pl, 0,134 mmol). La mezcla se agité durante 1
h. Se afiadi6 la oxazolidina 12 (formada a partir de 65 mg de 4-(terc-butildifenilsililoxi)butanal) como una solucion de
diclorometano (3 ml) gota a gota por la pared interior enfriada del matraz de reaccion. La mezcla de reaccion se dejé
calentar lentamente a -20°C durante varias horas. La mezcla de reaccion se vertié en acetato de etilo y se lavé con
una solucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio, agua y salmuera. La fase organica se sec6 con sulfato
sadico, se filtr6 y se concentrd. El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia radial eluyendo con
diclorometano. La banda activa UV mayor (254 nm) se recogié y concentrd para dar 54 mg (70 %) de 13: RMN 'y
(d6-DMSO); 80,95 (s, 9H), 1,55 (m, 2H), 1,63 (m, 1H), 1,82 (m, 1H), 1,98 (m, 9H), 2,4-2,52 (m, 2H), 3,27 (m, 2H),
3,54-3,66 (m, 6H), 3,70 (q, 1H, J = 10,0 Hz), 3,98 (m, 1H), 4,20 (m, 1H), 4,26 (m, 3H), 4,70 (d, 1H, J = 10,0 Hz), 4,90-
5,10 (m, 4H), 5,16 (t, 1H, J = 9,6 Hz), 5,48 (t, 1H, J = 9,4 Hz), 5,57 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 7,0-7,15 (m, 3H), 7,29 (m,
2H), 7,36-7,45 (m, 8H), 7,57 (d, 4H, J = 7,2 Hz), 7,66 (d, 2H, J = 7,2 Hz), 7,86 (d, 3H, J = 7,6 Hz), 8,75 (m, 1H); CL-
EM m/z (ES"), 1143,88 (M+H)", 13,76 min.

2-(3-hidroxipropil)oxazolidina-3-carboxilato de 3-(3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)propan  amido)-4-
((2S,3R,4S,5S,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-(metoxicarbonil)-  tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)bencilo: A una mezcla del silil
éter 13 (52 mg, 0,042 mmol) en THF (2 ml) y piridina (2 ml) se afiadié complejo de HF-piridina (400 ul). La mezcla de
reaccion se agitdé durante 3 h y se vertié en solucién saturada acuosa de bicarbonato de sodio y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 100 ml). Los extractos combinados se lavaron con agua y salmuera y se secaron con sulfato de
sodio, antes de filtrarse y concentrarse. El aceite resultante se purific6 mediante cromatografia radial sobre 1 placa
eluyendo con metanol al 5 % en diclorometano para dar 36 mg (86 %) de un residuo sélido: RMN 'H (CDs0OD); 81,55
(bs, 2H), 1,68 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,95 (s, 3H), 2,01 (m, 6H), 2,67 (oct, 2H, J = 6,8 Hz), 3,30 (m, 1H), 3,50 (m, 3H),
3,65 (m, 1H), 3,69 (m, 3H), 3,82 (q, 1H, J = 8,0 Hz), 4,01 (m, 1H), 4,23 (m, 1H, J = 7,0 Hz), 4,25-4,40 (m, 2H), 4,47
(d, 1H, J = 10,0 Hz), 5,0-5,15 (m, 3H), 5,19 (t, 1H, J = 9,8 Hz), 5,28 (dd, 1H, J = 6,0, 9,6 Hz), 5,39 (d, 1H, J = 7,6 Hz),
5,49 (m, 3H), 7,11 (m, 2H), 7,17-7,32 (m, 3H), 7,34 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 7,62 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 7,77 (d, 2H,J = 7,6
Hz), 8,07 (s, 1H); CL-EM m/z (ES"), 927,87 (M+Na")*, 9,79 min.

2-(3-oxopropil)oxazoildina-3-carboxilato  de  3-(3-((  (9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)propanamido)-  4-
((2S,3R,45,5S,65)-3,4,5-triacetoxi-6-(metoxicarbonil)-  tetrahidro-2H-piran-2-iloxi)bencilo (14): A una solucion del
alcohol (36 mg, 0,04 mmol) en diclorometano (3 ml) se afiadié6 peryodinano de Dess-Martin (20 mg, 0,048 mmol).
Después de 1 h, se afiadid una cantidad adicional del reactivo de Dess-Martin (20 mg) y se agité la mezcla de
reaccion durante 1 h mas. La mezcla de reaccién se aspir6é sobre una placa Chromatotron radial de 1 mm y se eluyé
con metanol al 5 % en diclorometano. Esto proporciond un rendimiento cuantitativo (36 mg) del aldehido 14: RMN "H
(d6-DMSO0); 61,89 (s, 3H), 1,91 (m, 1H), 1,98 (s, 3H), 1,98 (s, 3H), 2,41 (m, 1H), 3,27 (m, 2H), 3,75 (m, 1HO, 3,61 (s,
3H), 3,77 (q, 1H, J = 7,8 Hz), 3,95 (m, 1H), 4,15-4,30 (m, 3H), 4,71 (d, 2H, J = 9,0 Hz), 4,97-5,13 (m, 4H), 5,16 (dd,
1H,J = 7,8, 9,9 Hz), 5,45 (t, 1H, J = 9,6 Hz), 5,58 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,05 (d, 1H, J = 8,4 Hz), 7,12 (d, 1H, J = 7,6
Hz), 7,29 (dd, 2H, J=5,3, 7,4 Hz), 7,39 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 7,67 (d, 2H, J = 5,4 Hz), 8,77 (s, 1H), 9,57 (s, 1H), 11,97
(s, 1H); CL-EM m/z (ES"), 903,96 (M+H)", 10,48 min.

2-(3-(3-hidroxi-2-metil-6-((3S)-3,5,12-trihidroxi-3  -(2-hidroxiacetil)-10-metoxi-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,1 1-
hexahidrotetracen-1-iloxi)-tetrahidro-2H-piran-4-il  amino)propil)oxazolidina-3-carboxilato de 3-(3-((9  H-fluoren-
9-il)metoxi)carbonilamino)propanamido)-4-((2S,3R,4S,5  S,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-(metoxicarbonil)-tetrahidro-  2H-
piran-2-iloxi)bencilo (16):

Al aldehido 14 (36 mg, 0,04 mmol) en una mezcla de acetonitrilo y agua (2:1; 4,5 ml total) a 0 °C se afiadié
doxorrubicina-HCI (15) seguida de agitacion hasta que todos los sélidos se hubieron disuelto. La mezcla se trato con
una solucién de cianoborohidruro de sodio (solucién 1,0 M en THF; 20 pl, 0,02 mmol)). La mezcla de reaccion se
agito durante 2 h y la mezcla se vertié sobre agua y se extrajo repetidamente con diclorometano (5 x 50 ml). Las
fases organicas combinadas se lavaron con agua y salmuera y se concentraron a presién reducida. El residuo
resultante se disolvi6 en metanol al 5 % en diclorometano y se aspir6 directamente en una placa radical
Chromatotron de 1 mm y se eluyd con metanol al 20 % en disolvié en diclorometano. La primera banda principal se
recogio para dar 23,6 mg (41 %) de 16: RMN H (d6-DMSO0); 6 1,14 (d, 3H, J = 6,5 Hz), 1,36-1,60 (b, 2H), 1,62-1,78
(b, 2H), 1,97-1,99 (m, 9H), 2,14 (b, 3H), 2,95 (s, 3H), 3,18-3,32 (m, 2H), 3,52 (b, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,75 (g, 1H, J =
6,8 Hz), 4,95 (s a, 1H), 3,96 (s, 3H), 4,09 (b, 1H), 4,17 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 4,25 (d, 2H, J = 6,1 Hz), 4,54 (d, 2H, J =
6,3 Hz), 4,70 (d, 1H, J = 10,0 Hz), 4,86 (t, 1H, J = 5,9 Hz), 4,92-5,07 (m, 3H), 5,15 (t, 1H, J = 8,2 Hz), 5,25 (s a, 1H),
5,04 (d, 1H, J = 2,0 Hz), 5,48 (t, 1H, J = 10,0 Hz), 5,55 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,0-7,11 (m, 2H), 7,28 (m, 2H), 7,37 (t, 3H,
J=7,3Hz), 7,65 (d, 3H,J=7,0Hz), 7,85 (d, 2H, J = 7,6 Hz), 8,75 (a, 1H); CL-EM m/z (ES’), 1428,9 [M-H], 7,9 min.
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acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-(3-aminopropanamido)-4-((2  -(3-(3-hidroxi-2-metil-6-((3S)-3,5,12-trihidroxi-3-(  2-
hidroxiacetyl)-10-metoxi-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-he  xahidrotetracen-1-iloxi)-tetrahidro-2H-piran-4-
ilamino)propil)oxazolidina-3-carboniloxi)metil)feno xi)-3,4,5-trihidroxi-tetrahidro-2H-piran-2-carboxil ~ ico: A una
mezcla a 0 °C de la doxorrubicina oxazolidina 16 (30 mg, 0,021 mmol) en metanol (4 ml) se afiadié una solucion de
monohidrato de LiOH (8.8 mg, 0,21 mmol) en agua (2 ml). La mezcla se agitd durante 35 min y se neutralizd con
acido acético (8 ul, 0,21 mmol) hasta un pH de aproximadamente 7. La mezcla se concentr6 a presion reducida para
proporcionar un residuo que se disolvié en DCM (4 ml) y se traté con piperidina (1 ml). La mezcla de reaccién se
agité durante 5 min, antes de concentrarse a presion reducida. El residuo se purific6 mediante HPLC preparativa
para proporcionar 6,1 mg (27 %) de producto: CL-EM m/z (ES"), 1069,13 (M+H)*, 5,64 min.

acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-(3-(6-(2,5-dioxo-2H-pirrol-  1(5H)-il)hexanamido) propanamido)-4-((2-(3-(3-hidro  xi-2-
metil-6-((3S)-3,5,12-trihidroxi-3-(2-hidroxiacetil)- ~ 10-metoxi-6,11-dioxo-1,2,3,4,6,11-hexahidrotetracen  -1-iloxi)-
tetrahidro-2H-piran-4-ilamino)propil)oxazolidina-3-  carboniloxi)metil) fenoxi)-3,4,5-trihidroxi-tetrahi dro-2H-
piran-2-carboxilico (17): A una mezcla de la amina (6,1 mg, 5,7 pmol) en DMF (0,2 ml) se afiadi6 MC-OSu (10; 4
mg, 14 pmol) seguido por DIPEA (3 pl, 17 pumol). La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida y a
continuacién se disolvi6 en una mezcla de agua y DMSO (1:1,2 ml). La mezcla se purific6 mediante HPLC
preparativa en fase invertida para proporcionar 2,1 mg (26 %) de 17 en forma de un sélido rojo: RMN 'H (CDs0OD); &
1,1-1,25 (a, 2H), 1,29 (d, 3H, J = 6,6 Hz), 1,35-1,62 (a, 3H), 1,65-1,90 (b, 3H), 2,02-2,13 (m, 4H), 2,67 (s, 4H,
impureza de N-hidroxi succinimida), 3,00-3,10 (m, 4H), 3,41-3,57 (m, 3H), 3,57-3,70 (m, 3H), 3,81 (m, 2H), 3,94 (d,
1H, J = 9,6 Hz), 4,02 (b, 1H), 4,05 (s, 3H), 4,29 (q, 1H, J = 7,0 Hz), 4,71 (s, 3H), 4,73 (m, 1H), 5,06 (m, 1H), 5,12 (b,
1H), 5,49 (s, 1H), 6,78 (s, 2H), 6,82-7,09 (b, 2H), 7,57 (d, 1H, J = 6,4 Hz), 7,84 (t, 1H), J = 7,4Hz), 7,95 (ds, 1H, J =
7,4 Hz), 8,08 (s a, 1H); CL-EM m/z (ES’), 1260,24 [M-H]’, 6,49 min.

Ejemplo 2 -Sintesis de enlazadores basados en acido B-glucurénico y conjugados de anticuerpo-farmaco

Enlazadores de farmacos que utilizan una unidad enlazadora basada en glucurénido con los agentes antimitéticos
monometil auristatina E (MMAE; 1a) y monometil auristatina F (MMAF; 1b) y doxorrubicina propiloxazolina (DPO; 2)
se prepararon y se evaluaron.

Preparacion de un enlazador de farmaco de  B-glucurénido : El punto de partida de la sintesis de un enlazador de
farmaco de B-glucuréonido con MMAF (1b) fue B-glucurénido 5 que tiene grupos anilina e hidroxi libres (Esquema 3,
mas adelante). Este compuesto se acilé con el cloruro de acido 6, y después se convirtio en el carbonato de p-
nitrofenilo (PNP) 7. La reaccion con MMAF (1b) da como resultado el carbamato 8. Esta molécula se convirtié en el
enlazador de farmaco de glucurénido 9b deseado saponificando en primer lugar los grupos protectores de acetato y
éster de metilo con hidréxido de litio (Leenders et al., 1999, Bioorg. Med. Chem. 7:1597-610), la eliminacion de Fmoc
con piperidina y la proteccion de la amina libre resultante con éster maleimidocaproil N-hidroxisuccimidilo (MC-OSu;
10). Una purificacion final mediante HPLC preparativa proporcioné 9b. El enlazador de farmaco de glucurénido-
MMAE (9a) se preparé de una forma idéntica a partir de 5y 1a.

Esquema3
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La construccion de la unidad enlazadora basada en glucurénido con DPO (2) implicé una estrategia diferente
(Esquema 4). El intermedio 11 se activd con difosgeno y a continuacidon se hizo reaccionar con oxazolina 12
(preparada en 3 etapas a partir de 1,4-butano diol) para dar el carbamato de oxazolina 13 deseado. La eliminacion
del grupo protector de sililo con fluoruro fue seguida de la oxidacion para dar el aldehido 14. Este compuesto se usé

5 en una reaccion de alquilacién reductora con doxorrubicina-HCI (15) para dar el derivado de doxorrubicina 16. Por
ultimo, los grupos protectores de B-glucurénido y el grupo Fmoc se eliminaron en una secuencia de 2 pasos con
hidréxido de litio y piperidina, y la amina primaria resultante se protegié con 10 para dar el enlazador de B-
glucurénido DPO 17 deseado.

Esquema4
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Preparacion de ADC . Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de los conjugados de enlazador-farmaco 9a
(con MMAE), b (con MMAF) t 17 (con doxorrubicina propiloxazolina (DPO)) se prepararon con los mAb quiméricos
AC10 (IgG1 contra el antigeno CD30; (Wahl et al., 2002, Cancer Res. 62:3736-42) y 1 F6 (IgG1 contra el antigeno
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CD70; véase, por ejemplo, la publicacion de patente internacional WO 04/073656). Los anticuerpos se prepararon
segun un método anteriormente descrito (véase Doronina et al., 2003, Nat. Biotechnol. 21:778-84).

Los mAb (>5 mg/ml) en suero salino tamponado con fosfato (PBS) que contenia borato de sodio 50 mM, pH 8,0, se
trataron con ditiotreitol (DTT) o clorhidrato de tris(2-carbosietil)fosfina (TCEP) (a 10 mM final) a 37 °C durante 30 min.
Tras la filtracion en gel (G-25, PBS que contenia DTPA 1 mM), la determinacién de tiol usando 5,5-ditiobis(acido 2-
nitrobenzoico) indicé que quedaban aproximadamente 8 tioles por mAb (4 tioles por mAb con TCEP). Al mAb
reducido a 4 °C se afiadio el derivado del farmaco maleimida (1,2 equiv./grupo SH) en DMSO enfriado en hielo (20
% v/v). Después de 1 h, las reacciones se inactivaron con exceso de cisteina, los conjugados se concentra mediante
ultrafiltracion centrifuga, se filtraron en gel (G-25, PBS) y se filtraron a esterilidad. La relacion molar de la sustitucién
del farmaco se determind segin los métodos anteriormente publicados (Hamblett et al., 2004, Clin. Cancer Res.
10:7063-70; Sun et al., 2005, Bioconjug. Chem. 16:1282-90). Se us6é HPLC de exclusién molecular para determinar
el monémero de cada conjugado, y la RP-HPLC determind que quedaba menos del 0,5 % de farmaco sin conjugar
inactivado con cisteina.

La carga de farmaco en los conjugados que contienen doxorrubicina cAC10-17 y c1F6-17 se determind midiendo la
absorbancia 280 nm y 490 nm (absorbancia de la doxorrubicina). Se ha descubierto que los ADC cAC10 t c1F6
tenian 6,8 y 8,3 farmacos/mAb, respectivamente. Debido a la baja absorbancia UV de los enlazadores de farmaco
9a y 9b, las relaciones de farmaco a mAb de los correspondientes ADC se determinaron mediante resoluciéon
cromatografica de las cadenas ligera y pesada para cada nivel de carga de farmaco (0-1 farmacos para las cadenas
ligeras; 0-3 farmacos para las cadenas pesadas) y se calculd la carga global de las areas del pico para cada nivel de
carga (Hamblett et al., anteriormente; Sun et al., supra). Se mostrd que los niveles eran 3,7 y 4,5 para cAC10-9a y
clF6-9a,y 7,6 y 7.0 para los conjugados cAC10-9b y c1F6-9b, respectivamente. Los seis ADC eran principalmente
monomeéricos, observandose un 2 % o menos de agregados en los conjugados basados en cAC10 y un 7 % o
menos de agregados para los conjugados basados en c1F6.

Resultados . El sistema enlazador de B-glucurénido descrito se puede incluir como parte de un conjugado farmaco-
anticuerpo (ADC). Bajo la accion de B-glucuronidasa (por ejemplo, una B-glucuronidasa lisosémica), el farmaco-
enlazador se hidroliza en el enlace glucosidico y experimenta una eliminacion 1,6 con pérdida de diéxido de carbono
para liberar el conjugado de farmaco al sistema enlazador (véase el Esquema 1, anteriormente). Tres ADC basados
en este disefio de enlazador emplearon los farmacos antimitéticos MMAE (1a) y MMAF (1b) y doxorrubicina propil
oxazolina (DPO; 2), que es un precursor labil de la potentisima 2-pirrolinodoxorrubicina (4), como se muestra en el
Esquema 2 (mas arriba). EI compuesto 4 afecta la apoptosis mediante alquilacion del ADN bicatenario DNA (33).

Ejemplo 3 - reactividad B-glucuronidasa de E. coli

La susceptibilidad de los enlazadores de B-glucurénido a la escisién enzimatica se determiné por tratamiento del
aducto de cisteina del compuesto 9b con B-glucuronidasa. Una -glucuronidasa comercialmente disponible de E. coli
(EC 3.2.1,31) sustituyd la enzima humana en este estudio. Esto permitié la confirmacién de que el farmaco deseado,
MMAF (1b), se liberaba y que se formaban intermedios estables durante el proceso.

Reactividad B-glucuronidasa . En agua (90 pl) se introdujo cisteina (12,5 pl de una solucién 0,1 mM) y tampon
borato pH 9 (12,5 pl de una solucién 30 mM). Esto fue seguido por la adicién de 9b (10 ul de una soluciéon 10 mM en
DMSO). La inspeccién mediante HPLC después de 5 min revel6 la conversion completa a cys-9b. A 440 ml de PBS
se afiadio la solucién de cys-9b (50 ul; 40 nmol) seguida por una solucion de E.coli B-glucuronidasa (Sigma: E.C.
3.2.1,31 Tipo IX-A; 10 ul de una soluciéon 1 mg/ml en PBS; 3,6 pg, 13 pmol) y la mezcla de reaccién se incubé a 37
°C. Se tomaron alicuotas (50 pl) at = 0, 25, 60 y 90 min y se analizarse mediante CL. Los resultados se basaron en
el area bajo la curva (ABC) del cys-9b restante en cada punto temporal como porcentaje de la ACB para la cys-9b a
t=0.

Resultados . El ensayo de la 3-glucuronidasa se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente. Se us6 un ensayo
de HPLC para vigilar la pérdida de cys-9b (MMAF) a 37 °C. La actividad especifica de la B-glucuronidasa de E. coli
en cys-9b fue 0,13 pmol/min/mg. En referencia a la Figura 1, la escision de (-glucurénido de cys-9b dio como
resultado una eliminaciéon 1,6 rapida de MMAF (1b) que se identific6 mediante CL-EM. No se pudieron detectar
mediante CL-EM intermedios fendlicos que no contuvieran MMAF. Asi la eliminacion 1,6 parece ser rapida.

En un estudio similar con cys-17 (con doxorrubicina propiloxazolina (DPQ)), el tratamiento con B-glucuronidasa
proporcioné la 2-pirrolinodoxorrubicina (4) di, como se confirmé mediante CL-EM. Los controles indicaron que ambas
cys-9b y cys-17 eran estables en ausencia de B-glucuronidasa. Estos dos estudios demostraron que el enlazador es
un sustrato de una enzima B-glucuronidasa y que el farmaco se libera rapidamente cuando se produce la hidrdlisis
de B-glucurénido.

Ejemplo 4 - Estabilidad en plasma de rata del enlazad  or-farmaco cys-9b
Para determinar la estabilidad en plasma del enlazador de glucurénido, el reactivo, el doble enlace de la maleimida

en 9b (con MMAF) se redujo con un exceso de DTT para dar dihidro-9b. Este material se afiadié a plasma de rata y
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se incubdé a 37 °C durante un periodo de 7 dias. Se tomaron alicuotas en varios momentos temporales, y las
proteinas del plasma se precipitaron, se centrifugaron y el sobrenadante se recuperd. Cada sobrenadante se analizé
mediante CL-EM y el cromatograma con la corriente total de iones positivos (TIC+) se analiz6 para determinar las
masas del compuesto precursor dihidro-9b y MMAF (1b) liberado. Después de 7 dias, el TIC+ del dihidro-9b
(incluido el aducto de hidrélisis de la succinimida con apertura de anillo) fue un 89 % de la muestra tomada
inmediatamente después de inyectar el dihidro-9b en el plasma. Se pudo detectar farmaco 1b libre pero no se pudo
cuantificar. Suponiendo una cinética de primer orden, la extrapolacion de estos datos sugiere una semivida de 81
dias para dihidro-9b. En un experimento paralelo, se determiné la estabilidad en plasma de rata del MMAF unido a
Val-Cit-PABA con maleimida reducida, analogamente a dihidro-9b. Este farmaco enlazador presenté una semivida
de 6,25 dias.

Este estudio demostro la estabilidad mejorada del sistema enlazador de 3-glucurénido con respecto a los sistemas
basados en disulfuro e hidrazona, para los que se notificaron semividas mas cortas para la liberacion del farmaco.

Ejemplo 5 - Evaluacion in vitro de agentes citotdxico sy ADC

Los conjugados enlazador-farmaco y compuestos ADC 9a (con MMAE), 9b (MMAF) y 17 (con doxorrubicina
propiloxazolina (DPO) con los mAb AC10 (IgG1 contra el antigeno CD30) y 1 F6 (IgG1 contra el antigeno CD70) se
prepararon. Los ADC (clF6-9a y cAC10-9a, c1F6-9b y cAC10-9b, y c1F6-17 y cAC10-17) se evaluaron para la
actividad citotdxica en una linea de células CD30+ (Karpas 299) y dos lineas de carcinoma de células renales
CD70+ (RCC), 786-O y Caki-1.

Tabla 7. Caracterizacion y actividad citotoxica in vitro de los farmacos libres y los ADC

. 786-0
. . Caki-1 (CD70+, Karpas 299
Compuesto Ar&pgeno Fam?aco Cgrga de % Agregacion CD30-) Clso farmaco (CD70+, (CD30+,CD70-)
iana activo  farmaco CD30-) Clsg .
nM . Clso farmaco nM
farmaco nM
la - - - - 0,11 0,19 0,09
1b - - - - 270 300 100
15 - - - - 110 65 29
18 - 4 - - 0,04 0,01 0,1
c1F6-9a CD70 la 4,5 2 0,45 - >30
cAC10-9a CD30 la 3,7 2 - - 0,06
c1F6-9b CD70 1b 7 7 0,08 0,2 -
cAC10-9b CD30 1b 7,6 <1 >50 >50 0,05
cl1F6-17 CD70 4 8,3 3,5 2,0 2,7 >55
cAC10-17 CD30 4 6,8 <1 >45 >45 1,2

4Las células se expusieron a los agentes de ensayo durante 96 h y se determind la viabilidad usando el metabolismo
de la rezasurina como medida de la actividad citotoxica. Los valores de Clso se determinaron en comparacion con las
células no tratadas.

ADC. Los ADC se prepararon como se ha descrito anteriormente.

Inhibicién del crecimiento in vitro . Las células se recogieron y se sembraron en placas de 96 pocillos de laterales
negros a una densidad de 10.000 células/pocillo en 150 pl de medio. Se afadieron diluciones en serie del ADC (50
ul), y la incubacion se realizé durante 92 h a 37 °C. Tras la adicién de ADC, los cultivos se incubaron 96 h a 37 °C.
Resazurina (0,25 mM, 50 ul, Sigma, St. Louis, MO) en medio se afadié a lo anterior, y la incubaciéon continu6
durante 4 h. Las placas se leyeron en un lector de microplacas Fusion HT (Packard, Meriden, CT) usando una
longitud de onda de excitacién de 525 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm. Los datos de todos los
ensayos se redujeron con GraphPad Prism Version 4 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA). Las
concentraciones Clsp se compararon con las celdas de control sin tratar y se determinaron usando un ajuste de
curva de 4 parametros.

Resultados . La evaluacion in vitro de MMAE (1a) y 18 (el profarmaco labil a esterasa de 2-pirrolinodoxorrubicina (4))
reveld que estos compuestos eran muy citotoxicos (por debajo de 0,2 nM) para las lineas celulares Caki-1 y 786-O
CD70+ y para la linea celular Karpas 299 CD30+ (Tabla 7). El Compuesto 18 demostré ser 300-6500 veces mas
citotéxico que la doxorrubicina (15), lo que es coherente con los hallazgos anteriores para esta clase de derivados de
doxorrubicina (Farquhar et al., 1998, J. Med. Chem. 41:965-72). A diferencia de 1a y 18, el acido carboxilico libre
MMAF (1b) fue significativamente menos activo sobre estas lineas celulares, con valores de Clso en el intervalo de
100-200 nM (Doronina et al., 2006, Bioconjug Chem. 17(1):114-124). La carga negativa asociada con el grupo
carboxilato de 1b lleva a una actividad citotoxica reducida, supuestamente debida a un bajo acceso intracelular.

La evaluacion in vitro de los conjugados cAC10 y c1 F6 de 9a demostr6é que el enlazador proporcionaba el farmaco
activo a las células diana con especificidad inmunolégica (Figura 2). Una comparacion de la actividad de los dos
conjugados en la linea Karpas 299 CD30+ (Figura 2A) revel6 que el conjugado cAC10-9a anti-CD30 titulado con un
valor de la Clsp de 0,06 nM (contenido de farmaco), donde el conjugado cl F6-9a sin unién no tenia actividad
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citotéxica hasta 30 nM, la mayor concentracién analizada. El conjugado c1 F6-9a anti-CD70 fue bastante potente en
la linea celular Caki-1 CD70+ (Clsg 0,45 nM) (Figura 2C).

Los ADC de 9b administraron eficazmente 1b a las células diana. Los conjugados de 9b mostraron especificidad
inmunologica y fueron muy eficaces contra las lineas Caki-1 y 786-O CD70+ (Figuras 2B y 2C, respectivamente) con
valores de Clsp de 0,08 y 0,20 nM, respectivamente. El correspondiente cAC10-9b no unido fue inactivo sobre estas
lineas, representando niveles de especificidad de >250 veces. El conjugado cAC10-9b anti-CD30 fue muy eficaz
contra la linea Karpas 299 CD30+ con un valor de la Clsp de 50 pM. Los conjugados del farmaco doxorrubicina-
enlazador 17 proporcionaron el mismo perfil general con una destruccion eficaz de lineas celulares positivas para el
antigeno y valores de especificidad >16 veces.

Ejemplo 6 - Evaluacion in vivo de cAC10-9a y c1F6-9b.

Para la evaluacion in vivo, se seleccionaron dos ADC entre los derivados de auristatina 9a y 9b. Se determin6 la
méxima dosis tolerada (MTD) de cAC10-9a (4 farmacos/mAb) en ratones Balb/c hembra. cAC10-9a fue bien tolerado
a 100 mg/kg, pero toxico a 150 mg/kg. El conjugado c1F6-1b fue bien tolerado a 25 mg/kg, pero téxico a la dosis de
50 mg/kg. Las MTD de los glucurénidos ADC por tanto parecen ser comparables a las de los correspondientes ADC
unidos a péptido MMAE (Doronina et al., 2003, Nat. Biotechnol. 21:778-84) y MMAF ((Doronina et al., 2006,
Bioconjug. Chem. 17(1):114-124) que se habian descritas anteriormente.

Se llevaron a cabo experimentos de tratamiento in vivo con cAC10-9a en ratones lampifios con tumores Karpas 299
ALCL subcutaneos. Los animales (5 por grupo) se trataron con una Unica dosis intravenosa de cAC10-9aa 0,5, 1,0y
3 mg/kg (componente mAb) el dia 14 después del implante tumoral, momento en que los tumores se estadificaron
(media =70 mm3) y crecieron rapidamente. La especificidad se determiné usando c1F6-9a como ADC de control sin
unién que se inyect6 en dosis de 3 mg/kg. Se obtuvieron curas para todos los animales tratados con cAC10-9a para
cada nivel de los tres niveles de dosis (Figura 3A). Por el contrario, el ADF sin uniéon cl1F6-9a no tuvo efecto
antitumoral. Como la MTD de cAC10-9a es aproximadamente 100 mg/kg, el indice terapéutico fue >200 que es al
menos tan notable como el del ADC MMAE basado en Val-Cit PABA anteriormente notificado (Doronina et al., 2003,
Nat. Biotechnol. 21:778-84).

Los efectos de cl F6-9b se determinaron en ratones con implantes de carcinoma de células renales 786-0
subcutaneo. Se obtuvieron niveles significativos de actividad antitumoral para los tres niveles de dosis (0,75, 1,5y
3.0 mg/kg), de nuevo, sin ningdn signo de toxicidad ni de eventos adversos (Figura 3B). Como para el ADC c1F6-9a,
esto se consiguié para una pequefia fraccion del MTD.

59



5

10

15

20

25

30

35

40

ES 2649 550 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de conjugado de ligando-farmaco que tiene la férmula:

L(-Aa-Wu-Yy-D1.4)p

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, en la que:

L- es una unidad de ligando seleccionada del grupo que consiste en una proteina, un polipéptido y un péptido;
-Aa-Ww-Yy- es una unidad enlazadora (LU) que une una unidad de farmaco a una unidad de ligando, A- es una
unidad ensanchadora que, cuando esta presente, une una unidad de ligando a una unidad de glucurénido,
aes0,102,

-W- es una unidad de glucurénido que tiene una de las férmulas:

R 0/

HN.,
e

HN.?SS

S

Su es un resto de azUlcar;

O'- representa un atomo de oxigeno de un enlace glucosidico que puede escindir una beta-glucuronidasa;
cada R es, de forma independiente, hidrégeno, un halégeno, -CN o -NO;

wesl,

Y- es una unidad separadora autoinmolable opcional,

yesO0,102;

p esta comprendido entre 1y 20;y

D es una unidad de farmaco; y en donde la linea ondulada indica la unién covalente a la unidad
ensanchadora opcional si esta presente y a la unidad de ligando si la unidad ensanchadora opcional esta
ausente, y el asterisco indica enlace covalente a la unidad separadora autoinmolable opcional si esta
presente y a la unidad de farmaco si la unidad separadora autoinmolable opcional esta ausente;

en donde el compuesto de conjugado de ligando-farmaco tiene la férmula

Yy—D
—~

OH o

HO OH

cHHY @
HN_

A L
a /p

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

2. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que L es un anticuerpo.

3. El compuesto de conjugado de ligando-fArmaco de la reivindicacion 2 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humanizado, quimérico o humano o un
fragmento de anticuerpo de unién al antigeno de un anticuerpo.

4. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1, que tiene la férmula:
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OH Q
HO OH

CO,H

e
T

HN

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, en la que la linea ondulada indica la unién a lo que

gqueda de la unidad ensanchadora o a la unidad de ligando,
5 y en el que de 1 a 20 unidades de farmaco estan unidas a la unidad de ligando.

5. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 4 que tiene la formula:

0O

M

OH o D
HO OH

o o

CO.H H
i~
O .
¥
10
0 una de sus sales o0 solvatos farmacéuticamente aceptables, en la que la linea ondulada indica la unién a lo que

gqueda de la unidad ensanchadora o a la unidad de ligando, en donde la unidad de ligando es un anticuerpo

monoclonal,
y en el que de 1 a 20 unidades de farmaco estan unidas al anticuerpo monoclonal.

15
6. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la

unidad de farmaco tiene las Férmulas De 0 Dg:

N v
f\#ﬁ*ﬂ%ﬁ

Dr

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables; y la linea ondulada de Dg y De indica un enlace

covalente a la unidad enlazadora;
en la que, independientemente en cada localizacién:

De;

20

25 R se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Csg;
R® se selecciona entre el grupo que conS|ste en H, alquilo -C;-Cg, carbociclo Cs-Cs, arilo, x*-arilo, X*-
(carbouclo C3-Cs), heterociclo-Cs-Cs y x*- ( heterociclo Cs-Cg);
R* se selecciona entre el grupo que conS|ste en H, alquilo -C;-Cg, carbociclo Cs-Cs, arilo, x!-arilo, X*-
(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3-Cs y x*- ( heterociclo C3-Cs);
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R® se selecciona entre el grupo que consiste en H y metilo;

oR* y R® forman conjuntamente un anillo carbociclico y que tiene la formula -(CRaRb)n- enlaque Ry R® se
seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en H, alquilo C;-Cg y carbociclo C3-Cg y n se
selecciona entre el grupo que consiste en 2, 3, 4,5y 6;

R°® se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Csg;

R’ se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo -C1-Cs, carbociclo C3-Cg, arilo, Xl-arilo, xt
(carbociclo C3-Cg), heterociclo-C3s-Cs y x*- ( heterociclo C3-Cs);

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en H, OH, alquilo -C;-Cg, carbociclo C3-Cg
y -O-(alquilo C;1-Cg);

R” se selecciona entre el grupo que consiste en H y alquilo C1-Cg;

R'? se selecciona entre el grupo que consiste en arilo y heterociclo C3-Csg;

Zes 0O, S, NH o NR*, en donde R*? es alquilo C;-Cg;

R se selecciona entre el grupo que consiste en H, alquilo -C1-Cao, arilo, heterociclo Cs-Cs, -(R™0)m-R™ y -
(R®0)m-CH(R"™)2;

m es un namero entero que varia entre 1-1000;

R*® es alquilo C,-Cg;

R es H o -alquilo (C1-Cg);

en cada aparicion R™ es, de forma independiente, H, COOH, -(CH2)n-N(R™®)2, -(CH2)n-SO3H 0 -(CH2)-SOs-
alquilo C;-Cg;

en cada aparicién R es, de forma independiente, H, alguilo C1-Cs, 0 -(CH2),-COOH;

R'® se selecciona entre el grupo que consiste en -C(R®),-C(R%)z-arilo, -C(R®),-C(R®)2-(heterociclo Cs-Cg), y -
C(RB)Z-C(RS)Z-(carbocicIo C3-Cs); ¥y x'- es alquileno C1-Cio; y n es un nimero entero comprendido entre 0 y 6.

7. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 6 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que D tiene la Férmula Dg:

|
R

R? 0 R7 CH; R O
_;‘rri\ H N |\|l R
I?J N z”
RZ o R*R R R 0O RE O
R10

Dr

en la que R*-R™ se ha definido anteriormente y la linea ondulada de Dg indica un enlace covalente con la unidad
enlazadora.

8. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 6 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que D tiene la férmula:

0 H
H
f‘f N., N N
0 o_ O Ol O 7 >on ;

en la que la linea ondulada de D indica un enlace covalente con la unidad enlazadora.

9. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 6 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que D tiene la Férmula Dg:

R2

R® 0 R’ CHj F|<9
I I
0 ROR R R O RE O De;

en la que R*-R™ se ha definido anteriormente y la linea ondulada de Dg indica un enlace covalente con la unidad
enlazadora.
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10. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacién 9, en el que D tiene la formula:

H e H OH
s"f . N., N N
N N
| O | O\ 's) o._ O ;

y la linea ondulada de D indica un enlace covalente con la unidad enlazadora.

11. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacién 1 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que pes de 2 a 6.

12. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacién 1 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que pes de 2 a 4.

13. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacién 1

0 una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables, en el que A esta presente y se selecciona entre las
férmulas que consisten en:

O

'E'% N—R"—C(O)p—"
——
O

1

*

—%—-C(O)NH—R”—C(O)

*

—%—C(S)NH—R”—C(O)

—%—S—R”—C(O)———*

en las que RY es alquileno C;-Cyo, -carbociclo C3-Cg, -O-(alquilo C4-Cg), -arileno-, -alquileno-arileno C1-Cio, -
arileno-C1-Cs alquileno-, -alquileno C;-Cjo-(carbociclo C3-Cg)-, -(carbociclo Cs-Csg)-alquileno C1-C1o-, -heterociclo
C3-Cg, -alquileno C;-Cio-(heterociclo C3-Cs)-, -(heterociclo C3-Cg)-alquileno C1-Cio-, -(CH2CH20),-, -(CH2CH20),-
CHz-; 0 -(CH2CH20),--CH2CH2- y r es un nimero entero comprendido entre 1-10, y en donde la linea ondulada de
A indica la unién a la unidad de ligando y el asterisco indica la unién a lo que queda de la unidad enlazadora.

14. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1, o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que A esta presente y es:

O

z% N—R"—C(Q)y.,—*
a—
o ;
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y en la que la linea ondulada de A indica la union a la unidad de ligando y el asterisco indica la unién a lo que
gqueda de la unidad enlazadora.

15. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacién 1 o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, en el que D es doxorrubicina, caliqueamicina, estaurosporina, aglutinante de la
ranura menor de amino CBI SN26597 o DM1.

16. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del compuesto de conjugado de ligando-
farmaco de la reivindicacion 1, o una de sus sales 0 solvatos farmacéuticamente aceptables, y un diluyente, un
vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

17. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 16 para su uso en un método de tratamiento de una
enfermedad seleccionada entre el grupo que consiste en cancer y una enfermedad autoinmunitaria.

18. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1, o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, para su uso en un método para destruir o inhibir la proliferacion de células tumorales
o células cancerosas.

19. Un compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables
de la reivindicacion 1 para su uso en un método para tratar el cancer, comprendiendo dicho método administrar a un
paciente dicho compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables.

20. El compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables
de la reivindicacion 1 para su uso en el método de la reivindicacion 19, comprendiendo el método ademas
administrar un agente anticanceroso adicional, un agente inmunosupresor o un agente antiinfeccioso.

21. Un compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1, o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, para su uso en un método para tratar una enfermedad autoinmunitaria,
comprendiendo dicho método administrar a un paciente dicho compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco o una
de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables.

22. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 18-21, en el que el compuesto de conjugado de ligando-farmaco es una formulacién que comprende
un diluyente, un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

23. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde se
administran al paciente de 0,1 a 15 mg/kg de peso del paciente de compuesto de conjugado de ligando-farmaco.

24. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
compuesto de conjugado de ligando-farmaco se administra en intervalos de tres semanas.

25. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
compuesto de conjugado de ligando-farmaco se administra en por via parenteral o intravenosa.

26. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 25, en donde el
compuesto de conjugado de anticuerpo-fArmaco se formula con un vehiculo parenteral farmacéuticamente
aceptable.

27. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
compuesto de conjugado de anticuerpo-farmaco se formula en una forma farmacéutica unitaria inyectable.

28. El compuesto de conjugado de ligando-farmaco de la reivindicacion 1, en el que y y a son independientemente 1
02.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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