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DESCRIPCION
Profarmacos de derivados de auristatina E que se unen a la albumina

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud provisional de EE. UU. 62/592.721 presentada el
30 de noviembre de 2017.

Antecedentes

Los farmacos antineoplasicos de bajo peso molecular suelen tener un margen terapéutico restringido que limita su
eficacia clinica. Estos compuestos de bajo peso molecular muestran una alta tendencia a penetrar en los tejidos
corporales por difusién, produciendo una biodistribuciéon uniforme. Por lo tanto, solo llegan al lugar de accién pequefias
cantidades del farmaco y, debido a la distribucién sobre los tejidos sanos del cuerpo, dichos farmacos dan lugar a
efectos secundarios problematicos.

Estas desventajas son particularmente criticas para aquellos farmacos que son altamente citotéxicos y tienen un
margen terapéutico muy limitado. Las auristatinas son farmacos a base de péptidos que se unen a la tubulina, y los
ejemplos representativos como la dolastatina 10, dolastatina 15, auristatina PE, auristatina E o la auristatina F
presentan efectos altamente citotéxicos. En los ensayos clinicos de fase 1y 2 con dolastatina 10, la dolastatina 15 y
la auristatina PE han dado lugar a una toxicidad sistémica inaceptable, asi como a una falta de actividad antitumoral,
por lo que se suspendieron (E. A. Perez et al., Invest. New Drugs, 23:257-261 (2005); M. von Mehren et a/., Sarcoma,
8:107-111 (2004); R. S. Marks et al., Am. J. Clin. Oncol., 26:336-337 (2003)).

La administracién de farmacos en oncologia es un enfoque que tiene el potencial de aumentar el limitado indice
terapéutico de los agentes altamente citotéxicos. En la mayoria de los sistemas de administracién de farmacos, el
farmaco citotéxico se une al portador a través de un espaciador que incorpora un punto de ruptura predeterminado
que permite que el farmaco unido se libere en el sitio diana celular (F. Kratz et al.,, ChemMedChem, 3:20-53 (2008)).

La albumina o sus conjugados farmacoldgicos presentan una semivida marcadamente prolongada en la circulacion
sistémica de hasta 19 dias. Un enfoque especialmente atractivo es desarrollar profarmacos de agentes altamente
citotéxicos que se unan covalentemente a la albimina sérica circulante que sirve como portador macromolecular tras
su administracion. Debido a 1.) una permeabilidad elevada de las macromoléculas a través de las paredes de los
vasos malignos, del tejido infectado o inflamado junto con un sistema de drenaje linfatico intacto y 2.) la expresién de
proteinas que se unen a la albdmina en los endotelios tumorales y dentro del intersticio tumoral, los conjugados de
albumina-farmaco transportan la sustancia terapéuticamente eficaz al sitio diana (es decir, al tumor) donde se libera
el agente altamente citotéxico (documento US 7.387.771; F. Kratz, J. Control. Release, 132: 171-183 (2008); F. Kratz,
U. Beyer, Drug Delivery, 5:281-299 (1998)). K. Temmings, Bioconj. Chem., 17: 1385-1394 (2006) divulga auristatinas
unidas a la albdmina.

Sin embargo, al disefiar sistemas de administracién de farmacos con agentes altamente citotdxicos, se debe lograr un
equilibrio fundamental entre preservar las propiedades dirigidas del portador del farmaco y, al mismo tiempo, permitir
una liberacién controlada del farmaco citotéxico y evitar su liberacién prematura en la circulacién sanguinea o de
manera sistematica. Los sistemas de administracién de farmacos sensibles a los acidos deberian tener suficiente
estabilidad en el torrente circulatiro y, adn asi, permitir una liberacién eficaz del farmaco en el sitio del tumor de una
manera dependiente del pH (F. Kratz et al., ChemMedChem, 3:20-53 (2008)).

Para los farmacos altamente citotéxicos con valores de Clso contra células tumorales en el intervalo picomolar, como
la clase de auristatinas a base de péptidos de bajo peso molecular, que no pueden administrarse debido a su
insolubilidad en agua y su margen terapéutico muy limitado, existe la necesidad de sistemas eficaces de administracién
y liberacién de farmacos para lograr una administracién y liberacién mas eficaz y controlada de estos farmacos tan
potentes. Por lo tanto, la presente divulgaciéon proporciona composiciones farmacéuticas mas eficaces y/o més
tolerables de profarmacos de derivados de auristatina E que se unen a la albimina que pueden utilizarse en el
tratamiento de enfermedades malignas.

Sumario

La presente divulgacién proporciona un compuesto que tiene la estructura de Férmula | o 11
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Férmula Il

o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, tautémero, isémero E (del aleman entgegen = opuesto),
isémero Z (del aleman zusammen = juntos), enantiémero R, enantiomero S, diastereémero, isémero (D), isémero (L),
estereoisdmero, mezclas racémicas u otras mezclas de los mismos; en donde:

R'es H o -CHs,

M es H o un contraién farmacéuticamente aceptable;

Y esta ausente o se selecciona entre un alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -NH-C(O)-
NH-, -C(O)-O- y -O-C(O)-;

R' esta ausente o se selecciona entre un alquilo C4-C4s opcionalmente sustituido, en donde opcionalmente hasta
seis 4&tomos de carbono de dicho alquilo C1-C1s estan sustituidos cada uno independientemente con -OCH>CHo-;
Xis H o se selecciona entre halégeno (p. €j., -F, -Cl, -Br o -I), -NO», -NR?R3, -OR? -NHCOR?y - OCOR?, en donde
R? y R® se seleccionan cada uno independientemente entre H y alquilo C4-Cy;

TBG es un grupo de unién a tiol seleccionado entre un grupo maleimida opcionalmente sustituido, un grupo
haloacetamida opcionalmente sustituido, un grupo haloacetato opcionalmente sustituido, un grupo piridiltio
opcionalmente sustituido, un grupo isotiocianato opcionalmente sustituido, un grupo vinilcarbonilo opcionalmente
sustituido, un grupo aziridina opcionalmente sustituido, un grupo disulfuro opcionalmente sustituido y un grupo
acetileno opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R' es -CHs. En otras realizaciones, R' es H.
En algunas realizaciones, TBG se selecciona entre un grupo maleimida opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, TBG es un grupo maleimida de férmula:

&

N
/
(0]
En algunas realizaciones, Y es -NH-C(O)-.

En algunas realizaciones, M es H* o Na*.

En algunas realizaciones, R es un alquilo C+-Cs opcionalmentes sustituido. En otras realizaciones, R es alquilo C4-
Cs.

En algunas realizaciones, la divulgacién proporciona un compuesto que tiene la estructura de Férmula IlI:
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En otras realizaciones, la divulgacién proporciona un compuesto que tiene la estructura de Férmula IV:
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Férmula IV

La presente divulgacién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se
divulga en el presente documento y un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el portador
farmacéuticamente aceptable se selecciona entre uno 0 mas de un agente solubilizante, un agente encapsulante y un
lioprotector. En otras realizaciones, el portador farmacéuticamente aceptable comprende uno o mas de dimetil-p-
ciclodextrina, hidroxietil-B-ciclodextrina, hidroxipropil-p-ciclodextrina y trimetil-B-ciclodextrina.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica es adecuada para la administracién intravenosa. En algunas
realizaciones, la composicién, cuando se administra por via intravenosa a un paciente, se une covalentemente de
manera selectiva y rapida /in situ a la albmina endégena en la circulacién sanguinea. En otras realizaciones, la
composicién, cuando se administra por via intravenosa a un paciente, se une covalentemente de manera selectiva y
répida in situ a un grupo tiol de cisteina-34 de albamina endégena en la circulacién sanguinea.

La presente divulgacién también proporciona un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad
seleccionada entre cancer, una enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o
crénica, y una enfermedad provocada por bacterias, hongos y otros microorganismos, que comprende administrar al
paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto o de una composicién farmacéutica
como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, la enfermedad es cancer y se selecciona entre
carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, mieloma mdultiple y melanoma. En algunas realizaciones, la administracién es
administracién intravenosa.

La presente divulgacion también proporciona un método para reducir la citotoxicidad de un compuesto que comprende
administrar un compuesto o una composicién farmacéutica como se divulga en el presente documento a un paciente
que lo necesita, en donde la administracién produce una reduccién de la citotoxicidad en comparacién con una dosis
equivalente de agente activo no modificado.

La presente divulgacién proporciona ademas un método para aumentar la concentracién de un metabolito de un
compuesto en un tumor, que comprende la administracion de un compuesto o una composicién farmacéutica como se
divulga en el presente documento a un paciente que o necesite, en donde el aumento se compara con una dosis
equivalente de agente activo no modificado.

La presente divulgacién proporciona un compuesto divulgado en el presente documento para usar como farmaco.

La presente divulgacién también proporciona un compuesto como se divulga en el presente documento para usar en
el tratamiento de una enfermedad o afeccidén seleccionada del grupo que consiste en cancer, una enfermedad virica,
enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o crénica, y una enfermedad provocada por bacterias,
hongos u otros microorganismos.
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La presente divulgacién proporciona ademas el uso de un compuesto o una composicidén como se divulga en el
presente documento en la preparacién de un farmaco para el tratamiento de una enfermedad o afeccién seleccionada
entre cancer, una enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o crénica, y una
enfermedad provocada por bacterias, hongos u otros microorganismos.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 compara la estabilidad de AE-Ceto-Sulf07 (gréfica (a)) y AE-Ceto-EMCH (gréfica (b)) en el tampén de
reconstitucién (tampén de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,65, sacarosa al 5 % (p/v) y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
al 2 % (2-HPBCD (p/v)).

La Figura 2 compara la estabilidad de AE-Ester-Sulf07 (gréfica (a)) y AE-Ester-EMCH (gréfica (b)) en el tampén de
reconstitucién (tampén de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,65, sacarosa al 5 % (p/v) y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
al 4 % (2-HPBCD, (p/V)).

La Figura 3 muestra la conjugacién de AE-Ceto-Sulf07 con albumina en plasma humano.

La Figura 4 muestra la conjugacién de AE-Ester-Sulf07 con albdmina en plasma humano.

La Figura 5 muestra la cinética de unién de AE-Ceto-Sulf07 a la albumina en plasma humano.
La Figura 6 muestra la cinética de unién de AE-Ceto-Sulf07 a albamina en plasma murino.

La Figura 7 muestra la cinética de unién de AE-Ceto-Sulf07 a albumina en plasma de rata.

La Figura 8 muestra la cinética de unién de AE-Ester-Sulf07 a albimina en plasma humano.

La Figura 9 muestra la cinética de unién de AE-Ester-Sulf07 a albimina en plasma murino hasta que se alcanzé
el limite de cuantificacidén (LOQ) para el farmaco.

La Figura 10 muestra la cinética de unién de AE-Ester-Sulf07 a albimina en plasma de rata hasta que se alcanzé
el LOQ para el farmaco.

La Figura 11 muestra la liberacién dependiente del pH de AE-Ceto (pH 7,4 (gréafica (a) y pH 4,1 (gréafica (b)) de AE-
Ceto-Sulf07 unido a albumina humana.

La Figura 12 muestra la liberacion dependiente del pH de AE-Ester (pH 7,4 (grafica (a) y pH 4,1 (gréfica (b)) de
AE-Ester-Sulf07 unido a albumina humana.

La Figura 13 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de céncer de melanoma maligno A375, siendo la mediana del volumen tumoral inicial
promedio de ~134 mm?.

La Figura 14 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de céncer de melanoma maligno A375, siendo la mediana del volumen tumoral inicial
promedio de ~332 mm?.

La Figura 15 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFA737, siendo la mediana del volumen tumoral inicial promedio
de ~132 mm3.

La Figura 16 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFA737, siendo la mediana del volumen tumoral inicial promedio
de ~330 mm3.

La Figura 17 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de carcinoma de ovario humano A2780, siendo la mediana del volumen tumoral inicial
promedio de ~148 mm?.

La Figura 18 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ceto-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de carcinoma de ovario humano A2780, siendo la mediana del volumen tumoral inicial
promedio de ~351 mm?.

La Figura 19 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ester-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de céncer de células renales RXF631, siendo el volumen inicial del tumor de ~140 mm3.
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La Figura 20 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ester-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de céncer de melanoma maligno A375, siendo la mediana del volumen tumoral inicial
promedio de ~332 mm?.

La Figura 21 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ester-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFA737, siendo la mediana del volumen tumoral inicial promedio
de ~132 mm3.

La Figura 22 muestra el efecto antitumoral de auristatina E y AE-Ester-Sulf07, en comparacién con el grupo de
control en el modelo de carcinoma de ovario humano A2780, siendo el volumen inicial del tumor de ~351 mm3.

La Figura 23 muestra el efecto antitumoral de AE-Ester-Sulf07, en comparacién con el grupo de control en el
modelo de carcinoma de ovario humano A2780, siendo el volumen inicial del tumor de ~148 mm?©.

La Figura 24 muestra la degradacion acelerada de formulaciones de auristatina liofilizada como la comparacién de
la estabilidad de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ceto-EMCH.

La Figura 25 muestra la degradacion acelerada de formulaciones de auristatina liofilizada como la comparacion de
la estabilidad de AE-Ester-Sulf07 y AE-Ester-EMCH.

Descripcion detallada

A menos que se definan de otro modo en el presente documento, los términos cientificos y técnicos utilizados en la
presente solicitud tendran los significados que entiende normalmente la persona normalmente experta en la materia.
En general, la nomenclatura relativa a técnicas de quimica, biologia molecular, biologia celular y del cancer,
inmunologia, microbiologia, farmacologia y quimica de proteinas, que se describen en el presente documento, son las
bien conocidas y comlUnmente utilizadas en la técnica.

Definiciones

A lo largo de la presente memoria descriptiva, se entendera que la palabra "comprende"” o sus variaciones, tal como
"comprenden” o "que comprende", implica la inclusién de un nimero entero (o componente) indicado o un grupo de
ndmeros enteros (o componentes) indicados, pero no la exclusidén de cualquier otro nimero entero (o componente) o
grupo de nimeros enteros (0 componentes).

A lo largo de la solicitud, cuando se describe que un compuesto o composicidn tiene, incluye o comprende,
componentes especificos, se contempla que dicho compuesto o composicién también puede consistir esencialmente
en, o consistir en, los componentes citados. Analogamente, cuando se describe que los métodos o procesos tienen,
incluyen o comprenden etapas de proceso especificas, los procesos también pueden consistir esencialmente en, o
consisten en, las etapas de procesamiento citadas. Ademés, debe entenderse que el orden de las etapas o el orden
para realizar determinadas acciones es irrelevante siempre que los compuestos, composiciones y métodos descritos
en el presente documento sigan operativos. Asimismo, se pueden realizar dos o mas etapas o acciones
simultaneamente.

Las formas en singular "uno”, "una" y "el/la" incluyen los plurales a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

El término "que incluye" se utiliza para significar "que incluye pero no limitado a". "Que incluye" y "que incluye pero no
limitado a" se utilizan indistintamente.

El término "o" como se usa en el presente documento debe entenderse como "y/0", a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

Las expresiones "farmaco", "agente", "agente terapéutico”, "agente terapéuticamente activo", "agente o farmaco
citotéxico", "agente o farmaco altamente citotéxico" o "sustancia terapéuticamente eficaz" se utilizan para referirse a
cualquier compuesto que produce un efecto farmacolégico por si solo o después de su conversién en el organismo en
cuestién y, por tanto, también incluye los derivados de estas conversiones. El efecto farmacolégico de los farmacos
de la composicién de acuerdo con la presente divulgacién puede ser un Unico efecto, p. ej. un efecto citostético y/o
citotéxico, o un amplio espectro de acciones farmacolégicas, tal como un efecto inmunosupresor y antiflogistico al
mismo tiempo.

Los términos "paciente” "sujeto”, o "individuo" se usan de manera intercambiable y se refieren a un ser humano o a un
animal no humano. Estos términos incluyen mamiferos como los seres humanos incluyen humanos, primates,
animales de ganado (p. €j., bovinos y porcinos), animales de compafiia (p. €j., caninos y felinos) y roedores (p. €j,,
ratones y ratas). En determinadas realizaciones, el paciente o sujeto es un paciente o sujeto humano, como, por
ejemplo, un paciente humano que tiene una afeccién que necesita tratamiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970618 T3

La expresion "composicion farmacéutica” se refiere a una composicién adecuada para uso farmacéutico en un sujeto
animal, incluidos los seres humanos y mamiferos, p. ej., junto con uno o mas portadores, excipientes o disolventes
farmacéuticamente aceptables. Una composicién de este tipo también puede contener diluyentes, cargas, sales,
tampones, estabilizantes, solubilizantes, protectores y otros materiales bien conocidos en la materia. En determinadas
realizaciones, una composicién farmacéutica abarca una composicién que comprende el (los) principio(s) activo(s) y
el (los) ingrediente(s) inerte(s) que constituyen el excipiente, portador o diluyente, asi como cualquier producto que
sea el resultado, directa o indirectamente, de la combinacién, formacién de complejos o agregacién de dos o mas
ingredientes cualesquiera o de la disociacién de uno o mas de los ingredientes o de otros tipos de reacciones o
interacciones de uno o mas de los ingredientes. Por consiguiente, las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacién abarcan cualquier composicién preparada mezclando un compuesto de la divulgacién y uno o mas
excipientes, portadores y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

La expresidn "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un portador no téxico que puede administrarse a un
paciente, junto con una sustancia terapéuticamente eficaz descrita en el presente documento, y que no destruye la
actividad farmacoldgica del agente. El término "excipiente" se refiere a un aditivo en una formulacién o composicién
que no es un principio farmacéuticamente activo. En determinadas realizaciones, una sustancia "farmacéuticamente
aceptable" es adecuada para usar en contacto con células, tejidos u érganos de animales o seres humanos sin
provocar en un grado excesivo toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, inmunogenicidad u otras reacciones adversas,
en la cantidad utilizada en la forma farmacéutica de acuerdo con la pauta posoldgica y proporcional a una relacién
beneficio/riesgo razonable. En determinadas realizaciones, una sustancia "farmacéuticamente aceptable" que es un
componente de una composicién farmacéutica es, adicionalmente, compatible con el (los) otro(s) ingrediente(s) de la
composicién. En determinadas realizaciones, las expresiones "excipiente farmacéuticamente aceptable”, "portador
farmacéuticamente aceptable" y "diluyente farmacéuticamente aceptable" abarcan, sin limitacién, ingredientes
inactivos farmacéuticamente aceptables, materiales, composiciones y vehiculos, tales como cargas liquidas, cargas
sélidas, diluyentes, excipientes, portadores, disolventes y materiales encapsulantes. Los portadores, diluyentes y
excipientes también incluyen todos los medios de dispersién farmacéuticamente aceptables, recubrimientos,
tampones, agentes isoténicos, estabilizantes, agentes retardantes de la absorcién, agentes antimicrobianos, agentes
antibacterianos, agentes antifungicos, adyuvantes, etc. Salvo en la medida en que cualquier excipiente, soporte o
diluyente convencional sea incompatible con el principio activo, la presente divulgacién abarca el uso de excipientes,
portadores y diluyentes convencionales en composiciones farmacéuticas. Véase, p. ej., Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 21.2 Ed., Lippincott Wiliams & Wilkins (Filadelfia, Pensilvania, 2005); Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 5.2 Ed., Rowe et al., Eds., The Pharmaceutical Press and the American Pharmaceutical
Association (2005); Handbook of Pharmaceutical Additives, 3.2 Ed., Ash and Ash, Eds., Gower Publishing Co. (2007);
y Pharmaceutical Preformulation and Formulation, Gibson, Ed., CRC Press LLC (Boca Raton, Florida, 2004).

Las expresiones "cantidad farmacéuticamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz”" o "dosis terapéuticamente
eficaz" se refieren a una cantidad eficaz para tratar una enfermedad en un paciente, p. ¢j., efectuar una modificacién
beneficiosa y/o deseable en la salud general de un paciente que padece una enfermedad (p. €j., cancer), tratamiento,
curacién, inhibicidén o mejora de una respuesta o condicidn fisiologica, etc. El efecto terapéutico completo no tiene que
producirse necesariamente tras la administracién de una dosis, y se puede producir tras la administracién de una serie
de dosis. Por tanto, puede administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz en una o mas administraciones. La
cantidad eficaz precisa necesaria para un sujeto dependera de, por ejemplo, el tamafio, salud y edad, naturaleza y
extensién de la enfermedad, agentes terapéuticos o combinacién de agentes terapéuticos seleccionados para la
administracion, y el modo de administracion. El profesional experimentado puede determinar facilmente la cantidad
eficaz para una situacién dada mediante experimentacion rutinaria. El profesional experimentado reconocera que el
tratamiento del cancer incluye, pero no esta limitado a, destruir células cancerosas, prevenir el crecimiento de nuevas
células cancerosas, provocar la regresién del tumor (una disminucién en el tamafio del tumor), provocar una
disminucién de la metéstasis, mejorar las funciones vitales de un paciente, mejorar el bienestar del paciente, disminuir
el dolor, mejorar el apetito, mejorar el peso del paciente y cualquier combinacién de los mismos. Las expresiones
"cantidad farmacéuticamente eficaz", "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosis terapéuticamente eficaz" también se
refieren a la cantidad necesaria para mejorar los sintomas clinicos de un paciente. Los métodos terapéuticos o
métodos de tratamiento del cancer descritos en el presente documento no deben interpretarse ni limitarse de otro
modo a "curar" el cancer.

Como se utiliza en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" incluye invertir, reducir o detener los
sintomas, signos clinicos y patologia subyacente de una afeccién de una manera tal que mejore o estabilice una
afeccién de un sujeto. Como se usa en el presente documento y se entiende bien en la técnica, el "tratamiento” es una
estrategia para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluidos resultados clinicos. Los resultados beneficiosos
o deseados pueden incluir, aunque no de forma limitativa, el alivio, la mejora o la ralentizaciéon de la progresion, de
uno o mas sintomas o estados asociados con una afeccién, p. ej., cancer, la disminucién de la extensién de la
enfermedad, la estabilizacién (es decir, no empeoramiento) del cuadro patolégico, el retraso o la ralentizacién de la
progresién de la enfermedad, la mejora o el alivio de la enfermedad y la remisién (ya sea parcial o total), ya sea
detectable o no detectable. "Tratamiento”" también puede significar prolongar la supervivencia en comparacién con la
supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. En el presente documento, se describen resultados clinicos
beneficiosos ilustrativos.
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"Administrar" o "administracién de" una sustancia, un compuesto o un agente a un sujeto se puede llevar a cabo
usando uno de una variedad de métodos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, se puede administrar
un compuesto o un agente, por via intravenosa, por via arterial, por via intradérmica, por via intramuscular, por via
intraperitoneal, por via subcutanea, por via ocular, por via sublingual, por via oral (mediante ingestién), por via
intranasal (mediante inhalacién), por via intramedular, por via intracerebral y por via transdérmica (mediante absorcién,
p. €j., a través de un conducto cutaneo). También se puede introducir de manera apropiada un compuesto o agente
mediante dispositivos recargables o biodegradables u otros dispositivos, p. ej., parches y bombas o formulaciones,
que permiten la liberacién prolongada, lenta o controlada del compuesto o agente. La administracién también se puede
realizar, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o durante uno o més periodos prolongados. En algunos
aspectos, la administracién incluye tanto la administracién directa, incluida la autoadministracion, y la administracién
indirecta, incluido el acto de prescribir un farmaco. Por ejemplo, como se utiliza en el presente documento, un médico
que da instrucciones a un paciente para que se autoadministre un farmaco o para que otro se lo administre y/o que
proporciona a un paciente una receta para un farmaco esta administrando el farmaco al paciente. Cuando un método
es parte de un régimen terapéutico que incluye méas de un agente o modalidad de tratamiento, la divulgaciéon contempla
que los agentes pueden administrarse en el mismo momento o en momentos diferentes y mediante las mismas o
diferentes vias de administracién. Los métodos apropiados de administrar una sustancia, un compuesto o un agente
a un sujeto también dependerén, por ejemplo, de la edad del sujeto, si el sujeto esta activo o inactivo en el momento
de la administracion, si el sujeto tiene un deterioro cognitivo en el momento de la administracién, el alcance del
deterioro y las propiedades quimicas y biolégicas del compuesto o agente (p.ej., solubilidad, digestibilidad,
biodisponibilidad, estabilidad y toxicidad).

El término "sustituido" se refiere a las moléculas que tienen sustituyentes que reemplazan a un hidrégeno en uno o
mas carbonos de la estructura principal de un compuesto quimico. Se entenderd que el término "sustitucién" o la
expresion "sustituido con" incluyen la condicién implicita de que cada sustitucion esté conforme con la valencia
permitida del &tomo sustituido y del sustituyente, y de que la sustitucién de como resultado un compuesto estable, p.
ej., que no sufre transformacién espontanea, tal como reordenamiento, ciclacién, eliminacién, etc. Como se utiliza en
el presente documento, se contempla que el término "sustituido" incluya todos los sustituyentes admisibles de los
compuestos orgénicos. En un amplio aspecto, los sustituyentes admisibles incluyen sustituyentes aciclicos y ciclicos,
ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no aromaticos de compuestos orgénicos.
Los sustituyentes admisibles pueden ser uno o mas y el mismo o diferente para los compuestos organicos adecuados.
A efectos de la presente divulgacion, los heteroatomos tales como nitrégeno pueden tener sustituyentes de hidrégeno
y/o cualquier sustituyente admisible de compuestos organicos descritos en el presente documento que satisfagan las
valencias de los heterodtomos. Los sustituyentes pueden incluir cualquiera de los sustituyentes descritos en el
presente documento, por ejemplo, un halégeno, un hidroxilo, un carbonilo (tal como un carboxilo, un alcoxicarbonilo,
un formilo o un acilo), un tiocarbonilo (tal como un tioéster, un tioacetato o un tioformiato), un alcoxilo, un alquiltio, un
aciloxi, un fosforilo, un fosfato, un fosfonato, un amino, un amido, una amidina, una imina, un ciano, un nitro, un azido,
un sulfhidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un sulfamoilo, un sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un
aralquilo o un resto aromatico (p. €j., arilo Cs-C12) 0 heteroaromético (p. ej., heteroarilo).

"Opcional" u "opcionalmente” significa que la circunstancia descrita a continuacién puede suceder o no, de modo que
la solicitud incluye casos en los que tiene lugar la circunstancia y casos en los que no. Por ejemplo, la expresion
"opcionalmente sustituido" significa que un sustituyente distinto de hidrégeno puede o no estar presente en un atomo
dado, y, por tanto, la solicitud incluye estructuras en las que estd presente un sustituyente distinto de hidrégeno y
estructuras en las que no esté presente un sustituyente distinto de hidrégeno.

A menos que se indique especificamente como "no sustituido”, se entiende que las referencias a las moléculas
quimicas en el presente documento incluyen las variantes sustituidas. Por ejemplo, la referencia a un grupo o resto
"alquilo" incluye implicitamente variantes tanto sustituidas como no sustituidas. Algunos ejemplos de sustituyentes en
los restos quimicos incluyen, pero sin limitacién, un resto de halégeno, hidroxilo, carbonilo (tal como carboxilo,
alcoxicarbonilo, formilo o acilo), tiocarbonilo (tal como tioéster, tioacetato o tioformiato), alcoxilo, alquiltio, aciloxi,
fosforilo, fosfato, fosfonato, amino, amido, amidina, imina, ciano, nitro, azido, sulfhidrilo, alquiltio, sulfato, sulfonato,
sulfamoilo, sulfonamido, sulfonilo, heterociclilo, aralquilo o arilo o heteroarilo.

"Arilo" indica un anillo de carbono aromatico que tiene el nimero indicado de 4tomos de carbono, por ejemplo, de 6 a
12, 0 de 6 a 10 atomos de carbono, en el anillo. Los grupos arilo pueden ser monociclicos o policiclicos (p. ej., biciclico,
triciclico). En algunos casos, ambos anillos de un grupo arilo policiclico son aromaticos (p. €j., naftilo). En otros casos,
los grupos arilo policiclicos pueden incluir un anillo no aromético (p. ej., cicloalquilo, cicloalquenilo, heterocicloalquilo,
heterocicloalquenilo) condensados a un anillo aromatico, siempre que el grupo arilo policiclico esté unido a la
estructura original mediante un 4tomo en el anillo aromatico. Por tanto, un grupo 1,2,3,4-tetrahidronaftalen-5-ilo (en
donde el resto estd unido a la estructura original mediante un 4&tomo de carbono aromatico) se considera un grupo
arilo, mientras que 1,2,3,4-tetrahidronaftalen-1-ilo (en donde el resto esté unido a la estructura original mediante un
atomo de carbono no aromatico) no se considera un grupo arilo. Andlogamente, un grupo 1,2,3,4-tetrahidroquinolin-8-
ilo (en donde el resto esta unido a la estructura original mediante un 4tomo de carbono aromético) se considera un
grupo arilo, mientras que el grupo 1,2,3,4-tetrahidroquinolin-1-ilo (en donde el resto est4 unido a la estructura original
mediante un atomo de nitrégeno no aromatico) no se considera un grupo arilo. Sin embargo, el término "arilo" no
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abarca ni se superpone con "heteroarilo", como se define en el presente documento, independientemente del punto
de unidn (p. ej., tanto quinolin-5-ilo como quinolin-2-ilo son grupos heteroarilo).

"Heteroarilo" indica un anillo aromatico que contiene el nimero indicado de atomos del anillo (p. ej., heteroarilo de 5 a
12, o de 5 a 10 miembros) formado por uno o mas heteroatomos (p. €j., 1, 2, 3 0 4 heterodtomos) seleccionados entre
N, O, ¥y S, y siendo los dtomos restantes del anillo carbono. El heteroarilo de 5 miembros es un heteroarilo que tiene 5
atomos en el anillo. El heteroarilo de 6 miembros es un heteroarilo que tiene 6 atomos en el anillo. Los grupos
heteroarilo no contienen atomos de S y O adyacentes. En algunas realizaciones, el nimero total de &tomos de Sy O
en el grupo heteroarilo no es superior a 2. En algunas realizaciones, el nimero total de 4tomos de S y O en el grupo
heteroarilo no es superior a 1. Salvo que se indique lo contrario, los grupos heteroarilo pueden estar unidos a la
estructura original mediante un atomo de carbono o nitrégeno, segin lo permita la valencia. Por ejemplo, "piridilo"
incluye grupos 2-piridilo, 3-piridilo y 4-piridilo, y "pirrolilo" incluye grupos 1-pirrolilo, 2-pirrolilo y 3-pirrolilo. Cuando el
nitrégeno esta presente en un anillo heteroarilo, puede, cuando la naturaleza de los atomos y grupos adyacentes lo
permita, existir en estado oxidado (es decir, N*-O"). Ademas, cuando el azufre esta presente en un anillo heteroarilo,
puede, cuando la naturaleza de los atomos y grupos adyacentes lo permita, existir en estado oxidado (es decir, S$*-O-
0 SO»). Los grupos heteroarilo pueden ser monociclicos o policiclicos (p.ej., biciclicos, triciclicos).

En algunos casos, un grupo heteroarilo es monociclico. Los ejemplos incluyen pirrol, pirazol, imidazol, triazol (p. €j.,
1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, 1,3,4-triazol), tetrazol, furano, isoxazol, oxazol, oxadiazol (p. ej., 1,2,3-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol, 1,3,4-oxadiazol, tiofeno, isotiazol, tiazol, tiadiazol (p. ej., 1,2,3-tiadiazol, 1,2,4-tiadiazol, 1,3,4-tiadiazol),
piridina, piridazina, pirimidina, pirazina, triazina (p. €j., 1,2,4-triazina, 1,3,5-triazina) y tetrazina.

El término "acilo" esta reconocido en la técnica y se refiere a un grupo representado por la féormula general hidrocarbil-
C(O)-, p. €j., alquil-C(O)-.

El término "alquilo" se refiere al radical de grupos alifaticos saturados, incluyendo grupos alquilo de cadena lineal y
grupos alquilo de cadena ramificada. En algunas realizaciones, un alquilo de cadena lineal o ramificada tiene 30
atomos de carbono 0 menos en su cadena principal (p. ej, C1-Csg para las cadenas lineales, Cs-Csp para las cadenas
ramificadas), y en otras realizaciones, 20 0 menos. En determinadas realizaciones, los grupos alquilo son grupos
alquilo inferior, p. ej., metilo, etilo, n-propilo, i~propilo, n-butilo y n-pentilo. Asimismo, el término "alquilo” tal y como se
utiliza en toda la memoria descriptiva, los ejemplos, y las reivindicaciones pretenden incluir tanto los "alquilos no
sustituidos" como los "alquilos sustituidos", refiriéndose estos Ultimos a restos de alquilo que tienen sustituyentes que
reemplazan a un hidrégeno o a uno o mas carbonos de la cadena principal del hidrocarburo. En determinadas
realizaciones, un alquilo de cadena lineal o ramificada tiene 30 atomos de carbono 0 menos en su cadena principal
(p. ej, C1-Cso para las cadenas lineales, C3-Csg para cadenas ramificadas). En algunas realizaciones, la cadena tiene
diez 0 menos &tomos de carbono (C1-C1g) en su estructura principal. En otras realizaciones, la cadena tiene seis o
menos atomos de carbono (C4-Ceg) en su estructura principal.

Los términos "resto de hidrazona" o "hidrazona" se refieren a hidrazonas E y/o Z, p. €.,

0O A,
A KN
_ o~ §3 1M
™ ~
B o :

La estereoquimica del resto de hidrazona puede ser E o Z. El término hidrazona, como se utiliza en el presente
documento, incluye tanto los isémeros E como Z. Los restos de hidrazona descritos en el presente documento
generalmente se representan en una configuracién, pero se entiende que esta divulgacién puede incluir tanto E como
Z

En diversos lugares de la presente memoria descriptiva, los sustituyentes de los compuestos de la divulgacién se
describen en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que la divulgacién incluya todas y cada una de las
subcombinaciones individuales de los miembros de dichos grupos e intervalos. Por ejemplo, la expresién "alquilo C+-
Ce" esté destinada especificamente a divulgar individualmente metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo,
isobutilo, etc.

Una "sal farmacéuticamente aceptable" es una sal de un compuesto que es adecuada para uso farmacéutico,
incluyendo, entre otras, sales metélicas (p. €j., sodio, potasio, magnesio, calcio, etc.), sales de adicién de acidos (p.
ej., acidos minerales, acidos carboxilicos, etc.) y sales de adicién de bases (p. ej., amoniaco, aminas organicas, etc.).
La forma de sal de adicién de &cido de un compuesto que se presenta en su forma libre como base se puede obtener
tratando dicha forma de base libre con un acido apropiado tal como un 4cido inorganico, por ejemplo, un hidrohalico
tal como clorhidrico o bromhidrico, sulfdrico, nitrico, fosférico y similares; o un acido organico, tal como, por ejemplo,
acético, hidroxiacético, propanoico, lactico, piravico, malénico, succinico, maleico, fumérico, malico, tartarico, citrico,
metanosulfénico, etanosulfénico, bencenosulfénico, p-toluenosulfénico, ciclico, salicilico, p-aminosalicilico, pamoico y
similares (véase, p. €j., el documento WO 01/062726. Algunas sales farmacéuticamente aceptables enumeradas por
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Berge et al., J. Pharm. Sci., 66: 1-19 (1977), incorporado en el presente documento por referencia en su totalidad).
Los compuestos que contienen protones acidos pueden convertirse en su forma de sal de adicién de base
terapéuticamente activa y no téxica, p. ej. sales de metales o aminas, mediante tratamiento con bases organicas e
inorganicas apropiadas. Las formas de sal base apropiadas incluyen, por ejemplo, sales de amonio, sales o iones de
metales alcalinos y alcalinos térreos, p. €], sales de litio, sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, sales con bases
organicas, p. ej.,, N-metil-D-glucamina, sales de hidrabamina y sales con aminoacidos tales como, por ejemplo,
arginina, lisina y similares. Por el contrario, dichas formas de sal se pueden convertir en formas libres mediante
tratamiento con una base o un acido apropiado. Los compuestos y sus sales pueden estar en forma de un solvato,
que se incluye en el ambito de la presente divulgacion. Tales solvatos incluyen, por ejemplo, hidratos, alcoholatos y
similares (véase, p. ej., el documento WO 01/062726).

La divulgacién proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden uno o méas compuestos de la
divulgacién junto con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Los compuestos o las composiciones
farmacéuticas de la divulgacién se pueden utilizar in vitro o in vivo.

El término "isémero”, como se utiliza en el presente documento, incluye, pero no esté limitado a, tautémeros, isémeros
cis y trans (E (entgegen), Z (zusammen)), enantiémeros Ry S (dicha notacién R y S se utiliza en correspondencia con
las reglas descritas en Pure Appl. Chem. (1976), 45, 11-30), diastereémeros, isbmeros (D), isémeros (L),
estereoisémeros, sus mezclas racémicas y otras mezclas de los mismos. Todos estos isbmeros, asi como sus
mezclas, se pretenden incluir en esta divulgacién. Los tautémeros, aunque no se indique explicitamente en las
férmulas descritas en el presente documento, se pretende que estén incluidos en el &mbito de la presente divulgacién.
Compuestos de la divulgacién

Las realizaciones de la presente divulgacidén proporcionan un compuesto que tiene la estructura representada por la

Férmula | o la Formula Il:
MO8~y
o | ,\
L NH Y-R'—TBG
u § H N|
! N
A 0 O 0 O

Férmulal

Y=-R!'=TBG

H o) H 0O 0
R N N N
0 _AL 0 O o O

Férmula Il
0 una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, tautémero, isémero E (entgegen), isémero Z (zusammen),
enantibmero R, enantibmero S, diastereémero, isémero (D), isémero (L), esterecisémero, mezclas racémicas u otras
mezclas de los mismos, en donde:

R'es H o -CHs,

M se selecciona entre H y un contraién farmacéuticamente aceptable, tal como, Na*, K", NR4* o NHR3*, en donde
R se selecciona entre H y alquilo C4-Cy,

Y esta ausente o se selecciona entre un alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -NH-C(O)-
NH-, -C(O)-O- y -O-C(O)-,

R" esta ausente o se selecciona entre un alquilo C4-C4s opcionalmente sustituido, en donde opcionalmente hasta
seis 4&tomos de carbono de dicho alquilo C1-C1s estan sustituidos cada uno independientemente con -OCH>CHo-,

Xis H o se selecciona entre halégeno (p. ej., -F, -Cl, -Br o -I), -NO», -NR?R3, -OR? -NHCOR?y - OCOR?, en donde
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R? y R® se seleccionan cada uno independientemente entre H y alquilo C1-Cy4, ¥

TBG es un grupo de unién a tiol seleccionado entre un grupo maleimida opcionalmente sustituido, un grupo
haloacetamida opcionalmente sustituido, un grupo haloacetato opcionalmente sustituido, un grupo piridiltio
opcionalmente sustituido, un grupo isotiocianato opcionalmente sustituido, un grupo vinilcarbonilo opcionalmente
sustituido, un grupo aziridina opcionalmente sustituido, un grupo disulfuro opcionalmente sustituido y un grupo
acetileno opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, el compuesto de estructura de Férmula | o |l se formula como una composicidén farmacéutica
que contiene opcionalmente un portador farmacéuticamente aceptable, se administra a un organismo y se une
covalentemente de manera selectiva y rapida in situ al grupo tiol de la cisteina-34 de la albumina end6gena en la
circulacién sanguinea.

En algunas realizaciones, R' es -CHs. En otras realizaciones, R' es H.

En algunas realizaciones, el grupo de unién a tiol o TBG (Thiol-Binding Group), es el grupo maleimida:

&

o]

O

N
/

En algunas realizaciones, el farmaco a base de péptidos altamente citotéxico es auristatina E derivatizada de manera
que contiene un grupo carbonilo que permite la formacién de un enlace hidrazona sensible a los &cidos con un conector
de maleimida solubilizante en agua que contiene un resto de hidrazida.

En algunas realizaciones, la divulgacidén proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
como se divulga en el presente documento y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable, en donde la
composicién farmacéutica se administra por via intravenosa y se une covalentemente de manera selectiva y rapida in
situ al grupo tiol de la cisteina-34 de la albumina endégena en la circulacién sanguinea.

En algunas realizaciones, en los compuestos que se unen a la albumina descritos en el presente documento, el
farmaco altamente citotéxico es un derivado pentapeptidico de auristatina E que contiene carbonilo, el resto que se
une a la albumina es un grupo de unién a tiol (TBG), por ejemplo, un grupo maleimida, que se une de manera rapida
y selectiva a la cisteina-34 de la albumina después de la administracion, y el enlace sensible a los 4cidos es un enlace
de benzoilhidrazona derivatizado de Férmula general | y II:

MO;S

RN
(@) 2N
_Rl—
~NH Y—-R'—TBG
u § T
! N N N
0 _AL o_ o o ©
Férmulal
0  SOM
RS
X
Y-R'—TBG

u O H o 0
' N N
0_ 0 0_0

o~
Férmula |
0 una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, tautdmero, isémero E (entgegen), isémero Z (zusammen),

enantiémero R, enantiémero S, diastereémero, isémero (D), isémero (L), esterecisémero, mezclas racémicas u otras
mezclas de los mismos, en donde:
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R'es H o -CHs,

M se selecciona entre H y un contraién farmacéuticamente aceptable, tal como, Na*, K*, NRa* o NHR3, en donde
R se selecciona entre H y alquilo C4-Cy,

Y esta ausente o se selecciona entre un alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -NH-C(O)-
NH-, -C(O)-O- y -O-C(O)-,

R" esta ausente o se selecciona entre un alquilo C4-C4s opcionalmente sustituido, en donde opcionalmente hasta
seis 4&tomos de carbono de dicho alquilo C1-C1s estan sustituidos cada uno independientemente con -OCH>CHo-,

Xis H o se selecciona entre halégeno (p. ej., -F, -Cl, -Br o -I), -NO», -NR?R3, -OR? -NHCOR?y - OCOR?, en donde
R? y R® se seleccionan cada uno independientemente entre H y alquilo C1-Cy4, ¥

TBG es un grupo de unién a tiol seleccionado entre un grupo maleimida opcionalmente sustituido, un grupo
haloacetamida opcionalmente sustituido, un grupo haloacetato opcionalmente sustituido, un grupo piridiltio
opcionalmente sustituido, un grupo isotiocianato opcionalmente sustituido, un grupo vinilcarbonilo opcionalmente
sustituido, un grupo aziridina opcionalmente sustituido, un grupo disulfuro opcionalmente sustituido y un grupo
acetileno opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, el TBG esta sustituido con alquilo C1-Cs 0 halégeno. En algunas realizaciones, el TBG esta
sustituido con metilo, -Cl o -Br.

Un grupo disulfuro puede activarse mediante un &cido tionitrobenzoico (p.ej., acido 5'-tio-2-nitrobenzoico) como grupo
intercambiable. Un grupo maleimida o piridilditio puede, en los casos en los que sea apropiado, estar sustituido con
un grupo alquilo o con los grupos hidrosolubles anteriores. En general, un grupo de unién a tiol posee propiedades de
unién a proteinas, es decir, se une covalentemente ("un grupo de unién a proteinas covalente") en un entorno
fisiol6gico, a aminoacidos particulares en la superficie de la proteina. En algunas realizaciones, el grupo maleimida, el
grupo haloacetamida, el grupo haloacetato, el grupo piridilditio, el grupo disulfuro, el grupo vinilcarbonilo, el grupo
aziridina y/o el grupo acetileno reaccionan con grupos tiol (-SH) de cisteinas. En algunas realizaciones, el grupo de
unién a proteinas es un grupo maleimida
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que se une a la cisteina-34 de la albumina.

En algunas realizaciones, el sistema de administracién del farmaco contiene un resto de hidrazona escindible y
sensible a los acidos. La escision del resto hidrazona y la semivida de liberacién del farmaco varian segun la estructura
del derivado de carbonilo.

En algunas realizaciones, la semivida de liberacidén del farmaco unido a albumina en el intervalo de pH de 4,0 a 6,5
varia de aproximadamente 1,5 horas a aproximadamente 80 horas.

Sin desear quedar ligados a teoria alguna, un anillo de fenilo que comprende un grupo aceptor de electrones, tal como
un éacido sulfénico (-SOsH) o grupo sulfonato (-SOs7) unido a la posicién orto del enlace de hidrazona, estabiliza el
resto de hidrazona dando lugar a una liberacién lenta y prolongada del farmaco en condiciones &cidas.

En algunas realizaciones, R' es -CHs. En otras realizaciones, R' es H.

En algunas realizaciones, Y y/o R' estan presentes. En algunas realizaciones, Y estd ausente. En algunas
realizaciones, R' esta ausente. En algunas realizaciones, tanto Y como R' estan ausentes.

En algunas realizaciones, Y se selecciona entre metilo, etilo, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -C(O)-O- y -O-C(O)-.

En algunas realizaciones, R' es alquilo C4-C+s opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R es alquilo C-
C1s opcionalmente sustituido en donde un atomo de carbono de dicho alquilo C4-C+g esta reemplazado por-OCH>CHo-
. En algunas realizaciones, R4 es alquilo C4-C+s opcionalmente sustituido en donde dos dtomos de carbono de dicho
alquilo C4-C4s estan reemplazados por -OCH,CH,-. En algunas realizaciones, R es alquilo C4-C+s opcionalmente
sustituido en donde tres atomos de carbono de dicho alquilo C4-C1s estan reemplazados por -OCH>CH»-. En algunas
realizaciones, R' es alquilo C4-C45 opcionalmente sustituido en donde cuatro atomos de carbono de dicho alquilo C4-
C+s estan reemplazados por -OCH,CHo-. En algunas realizaciones, R! es alquilo C4-C4s opcionalmente sustituido en
donde cinco atomos de carbono de dicho alquilo C4-C+s estan reemplazados por-OCH>CHs-. En algunas realizaciones,
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R es alquilo C4+-C+s opcionalmente sustituido en donde seis atomos de carbono de dicho alquilo C4-Cqs estan
reemplazados por -OCH>CH>-.

El documento US6884869-B2 (n.° de solicitud: 10/001191, presentada: 01.11.2001) describe conjugados de
anticuerpo-farmaco con derivados pentapeptidicos de las estructuras quimicas de Férmula A y Férmula B que se
representan a continuacién:
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Férmula B

Estos se conjugaron con anticuerpos que contenian tiol. Ambos compuestos contienen un resto alifatico de 6-
maleimidocaproilhidrazona que proporciona una solubilidad acuosa minima a los dos compuestos de Férmula A y
Férmula B representados anteriormente. De hecho, la conjugacién de ambos compuestos anteriores con los
anticuerpos se logré mediante la disolucién de los compuestos solo con ayuda de disolventes organicos, es decir, una
mezcla 9:1 de acetonitrilo:DMSO. El uso de disolventes exclusivamente organicos en la formulacién de una
composicién farmacéutica aplicable para el acoplamiento in situ a la cisteina-34 de la albamina que circula en el
torrente circulatorio, en concreto, el enfoque de administracién de farmacos descrito en el presente documento, no es
posible. Por consiguiente, en algunas realizaciones, las presentes composiciones no incluyen un disolvente organico.

Por tanto, se inventaron conectores de maleimida arométicos que comprenden un resto de é&cido sulfénico, que
proporcionan suficiente solubilidad acuosa a los profarmacos que se unen a la albumina para la formulacién de una
composicion farmacéutica para administracidn intravenosa. Uno de esos conectores es el acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazinacarbonil)-bencenosulfénico, abreviado coo Sulf07, que tiene la
estructura quimica que se muestra a continuacion:

O  SOH
0
H,NHN 0 ?
J\/\/\/ N
N
H 0

Estructura quimica de Sulf07

El conector Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazinacarbonil)-
bencenosulfénico, se preparé segln la via A y/o la via B como se representa en los siguientes esquemas de sintesis:
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El nuevo procedimiento de sintesis y la caracterizacién del nuevo conector Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-
1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazinacarbonil)bencenosulfénico, que se consiguié segln la via Ay B se describe en
5 elEjemplo 1.

El conector Sulf07 se hizo reaccionar con:

10
AE-Ceto
0
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AE-Ester para obtener los compuestos de Férmula 1l (abreviado como AE-Ceto-Sulf07) y Férmula IV (abreviado
como AE-Ester-Sulf07), respectivamente:

£ S(};TI

Formuia HiI {AE-Ceto-Sulf07)

O
N N N
YO o
O AL O © O O

Formula IV (AE-Ester-Sulf07)

10 La sintesis y caracterizacién de AE-Ceto-Sulf07 (Férmula 1) y AE-Ester-Sulf07 (Férmula IV) se describen en los
Ejemplos 2y 3.

Los anélisis de las estructuras de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 revelan que en ambas moléculas dos restos
(grupos -SOsH y -N(CHzs)2) existen como un par acido-base, formando asi iones dipolares representados en el
15 Esquema 3y el Esquema 4.
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El resto de acido sulfonico integrado en el conector Sulf07, asf como la propiedad de ién dipolar de los dos profarmacos
de auristatina AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 proporcionan suficiente hidrosolubilidad para formular una
composicién farmacéutica y, 1o que es mas importante, una alta estabilidad del resto de maleimida que mejora
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significativamente con respecto a la Férmula A (AE-Ceto-EMCH) y B (AE-Ester-EMCH):
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Férmula B
divulgadas en el documento US6884869-B2 (solicitud N.°: 10/001191, presentada: 01.11.2001).

Para la unién in situ a la cisteina-34 de la albimina endégena, la estabilidad del grupo maleimida en condiciones
fisiolégicas en el intervalo de pH de 7,4-7,6 es un criterio para la administracién intravenosa y la unién eficaz a la
albdmina circulante en el torrente circulatorio.

Como se muestra en la Figura 1 y la Figura 2, la estabilidad del resto maleimida frente a la hidrélisis tanto para AE-
Ceto-Sulf07 como para AE-Ester-Sulf07 mejora considerablemente en comparacién con los dos compuestos descritos
en el documento US6884869-B2, es decir, AE-Ceto-EMCH (compuesto de Férmula A) y AE-Ester-EMCH (compuesto
de Férmula B). Después de 4 horas de incubacion a temperatura ambiente en el tampén de reconstitucién (fosfato
sédico 50 mM, pH 7,65, que contiene 4 % de HPRCD y 5 % de sacarosa), se hidrolizé un 2,2 % de maleimida de AE-
Ceto-Sulf07 en comparacién con un 5,4 % de hidrélisis de maleimida para AE-Ceto-EMCH, y de manera similar se
hidrolizé un 2,5% de maleimida de AE-Ester-Sulf07 en comparacién con un 11,0% de AE-Ester-EMCH.
Adicionalmente, las formulaciones de principio farmacéutico activo (p.a.) de los derivados Sulf07 mostraron una
excelente estabilidad (Figura 24 y Figura 25) en condiciones de degradacién acelerada (p. ej., a 55 °C durante hasta
264 horas), mientras que los restos de maleimida de los derivados de EMCH se hidrolizaron rapidamente. La hidrélisis
minima de la maleimida es esencial para el desarrollo y la fabricacién de productos para garantizar la unién cuantitativa
de la albumina enddgena y, por lo tanto, limitar cualquier liberacién prematura de farmaco libre en circulacién y
maximizar la eficiencia clinica.

Otra ventaja de las soluciones acuosas de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 es que tienen un valor de pH fisiolégico
en el intervalo de 6,8 a 7,5.

Asimismo, la solubilidad y estabilidad de los p.a. de i6n dipolar aumentan cuando se usan junto con portadores
farmacéuticos aprobados tales como Tween 80, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, y esto puede facilitar la formulacién de
una composicién farmacéutica.

Las formulaciones farmacéuticas de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 lograron una unién muy rapida a la albdmina
en plasma (humano, murino y rata (Figuras 5-10)). También se demostré la especificidad de unién a la albumina para
ambos agentes terapéuticos en plasma humano (Figuras 3-4).

Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la divulgacidén proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
descrito en el presente documento.

La cantidad total de un compuesto en una composicién que se va a administrar a un paciente es la que sea adecuada

para ese paciente. Un experto en la materia apreciaria que diferentes individuos pueden requerir diferentes cantidades
totales de la sustancia terapéuticamente eficaz. En algunas realizaciones, la cantidad del compuesto es una cantidad
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farmacéuticamente eficaz. El experto en la materia podria determinar la cantidad del compuesto de una composicién
necesaria para tratar a un paciente basandose en factores tales como, por ejemplo, la edad, el peso y el estado general
del paciente. La concentracién del compuesto depende de su solubilidad en la soluciéon de administracién intravenosa
y del volumen de liquido que se puede administrar. Por ejemplo, la concentracién del compuesto puede ser de
aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml en la composicién inyectable. En algunas realizaciones, la
concentracién del compuesto puede estar en el intervalo de aproximadamente 0,1 mg/ml a aproximadamente 40
mg/ml.

Las composiciones y los kits farmacéuticos de la presente divulgacion también pueden contener diluyentes, cargas,
sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes, protectores y otros materiales bien conocidos en la materia. La
expresion "farmacéuticamente aceptable” significa un material no téxico que no interfiere con la eficacia de la actividad
biolbgica de los principios activos. Las caracteristicas del portador dependeréan de la via de administracién.

Las composiciones se pueden administrar de diversas formas convencionales. Las vias de administracién ilustrativas
que pueden usarse incluyen la oral, parenteral, intravenosa, intraarterial, cutdnea, subcutanea, intramuscular, tépica,
intracraneal, intraorbital, oftdlmica, intravitrea, intraventricular, intracapsular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal,
intranasal, aerosol, administracion en el sistema nervioso central (SNC) o administracién mediante supositorio. En
algunas realizaciones, las composiciones son adecuadas para la administracién parenteral. Estas composiciones
pueden administrarse, por ejemplo, por via intraperitoneal, por via intravenosa o por via intratecal. En algunas
realizaciones, las composiciones se inyectan por via intravenosa. En algunas realizaciones, se puede preparar una
formulacién reconstituida reconstituyendo una composicién de compuesto liofilizado en un liquido de reconstitucién
que comprende, p. €j., un alcohol, DMSO y/o polietilenglicol y agua y/o un tampén salino. Dicha reconstituciéon puede
comprender la adicién del liquido de reconstitucién y la mezcla, por ejemplo, mediante agitacion o movimientos
vorticiales de la mezcla. La formulacidn reconstituida puede entonces volverse adecuada para inyeccién mezclando,
p. €j., solucién de Ringer lactato, solucién de glucosa al 5 %, solucién salina isotdnica o un tampdn salino adecuado
con la formulacién para crear una composicién inyectable. Un experto en la materia apreciaria que un método para
administrar una formulacién o composicién de sustancia terapéuticamente eficaz dependeria de factores tales como
la edad, el peso y el estado fisico del paciente que se estéa tratando, y la enfermedad o afeccion que se esta tratando.
Por tanto, el trabajador cualificado podria seleccionar un método de administracién éptimo para un paciente en funcién
de cada caso.

En algunas realizaciones, los compuestos y las composiciones divulgados en el presente documento son para usar
en el tratamiento de un céncer, una enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o
crénica, y una enfermedad provocada por bacterias, hongos u otros microorganismos.

En algunas realizaciones, el compuesto divulgado en el presente documento puede usarse en la fabricacién de un
farmaco para ftratar una enfermedad seleccionada entre un cancer, una enfermedad virica, enfermedad
autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o crénica, y una enfermedad provocada por bacterias, hongos u otros
microorganismos.

En algunas realizaciones, el cdncer es una neoplasia hemética o un cancer sélido. En algunas realizaciones, el cancer
se selecciona entre carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, mieloma mdltiple y melanoma.

En algunas realizaciones, el cancer es adenocarcinoma, melanoma uveal, leucemia aguda, neuroma acustico,
carcinoma ampular, carcinoma anal, astrocitoma, basalioma, cancer pancreatico, tumor del tejido conjuntivo, cancer
de vejiga, carcinoma bronquial, carcinoma bronquial no microcitico, cancer de mama, linfoma de Burkitt, carcinoma
del cuerpo uterino, sindrome CUP, cancer de colon, cancer del intestino delgado, cancer de ovario, carcinoma de
endometrio, cancer de vesicula biliar, carcinomas de vesicula biliar, cancer de Utero, cancer de cuello del Utero,
tumores de cuello, nariz y oido, neoplasias hematicas, tricoleucemia, cancer de uretra, cancer de piel, gliomas, céncer
de testiculos, sarcoma de Kaposi, cancer de laringe, cancer de huesos, carcinoma colorrectal, tumores de
cabeza/cuello, carcinoma de colon, craneofaringoma, cancer de higado, leucemia, cancer de pulmoén, céncer de
pulmén no microcitico, linfoma de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer de estémago, céncer de colon,
meduloblastoma, melanoma, meningioma, cancer de rifién, carcinomas de células renales, oligodendroglioma,
carcinoma esofagico, carcinomas osteoliticos y carcinomas osteoplasicos, osteosarcoma, carcinoma de ovario,
carcinoma pancreatico, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de lengua, carcinoma de ovario o cancer de
ganglios linfaticos.

En algunas realizaciones, la presente divulgacioén proporciona un kit que comprende un compuesto como el descrito
en el presente documento y, un excipiente, un portador y/o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, pueden incluirse uno o més excipientes en la composiciéon. Un experto en la materia
apreciara que la eleccidén de cualquier excipiente puede influir en la eleccién de cualquier otro excipiente. Por ejemplo,
la eleccién de un excipiente puede impedir el uso de uno o mas excipientes adicionales porque la combinacién de
excipientes pueda producir efectos no deseados. Un experto en la materia seria capaz de determinar empiricamente
qué excipientes, si los hay, incluir en las composiciones. Los excipientes pueden incluir, aunque no de forma limitativa,
codisolventes, agentes solubilizantes, tampones, agentes ajustadores del pH, agentes formadores de masa,
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tensioactivos, agentes encapsulantes, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes estabilizantes, protectores y
modificadores de la viscosidad. En algunas realizaciones, puede resultar beneficioso incluir un portador
farmacéuticamente aceptable en las composiciones.

En algunas realizaciones, en las composiciones se puede incluir un agente solubilizante. Los agentes solubilizantes
pueden ser Utiles para aumentar la solubilidad de cualquiera de los componentes de la composicidn, incluyendo un
compuesto o un excipiente. Los agentes solubilizantes descritos en el presente documento no pretenden constituir
una lista exhaustiva, sino que simplemente se proporcionan como agentes solubilizantes ilustrativos que pueden
usarse en las composiciones. En determinadas realizaciones, los agentes solubilizantes incluyen, aunque no de forma
limitativa, alcohol etilico, alcohol terc-butilico, polietilenglicol, glicerol, metilparabeno, propilparabeno, polietilenglicol,
polivinilpirrolidona, ciclodextrinas tales como dimetil-B-ciclodextrina, hidroxietil-B-ciclodextrina, hidroxipropil-p-
ciclodextrina y trimetil-B-ciclodextrina, y combinaciones de los mismos, y cualesquiera sales y/o combinaciones
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El pH de las composiciones puede ser cualquier pH que proporcione propiedades deseables para la formulacién o
composicién. Las propiedades deseables pueden incluir, por ejemplo, estabilidad del compuesto, mayor retencién de
compuestos en comparacién con composiciones a otros valores de pH y eficiencia de filtracién mejorada. En algunas
realizaciones, el valor del pH de las composiciones puede ser de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 9,0, p. €j,,
de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 7,0. En realizaciones particulares, el valor de pH de las composiciones
puede serde55+0,1,56+01,57+0,1,58+01,59+01,60+01,6,1+0,1,62+0,1,63+x0,1,64+01,65
+01,66+01,67+01,68+01,69+£01,70%£0,1,7,1+x01y7,2£0,1.

En algunas realizaciones, puede ser beneficioso tamponar el pH incluyendo uno o mas tampones en las
composiciones. En determinadas realizaciones, un tampén puede tener un pKa de, por ejemplo, aproximadamente
5,5, aproximadamente 6,0 o aproximadamente 6,5. Un experto en la materia apreciara que se puede elegir un tampén
apropiado para su inclusidén en composiciones en funciéon de su pKa y otras propiedades. Los tampones son bien
conocidos en la técnica. Por consiguiente, los tampones descritos en el presente documento no pretenden constituir
una lista exhaustiva, sino que simplemente se proporcionan como tampones ilustrativos que pueden usarse en las
formulaciones o composiciones de la presente divulgacién. En determinadas realizaciones, un tampén incluye, aunque
no de forma limitativa, Tris, Tris-HCI, fosfato de potasio, fosfato de sodio, citrato de sodio, ascorbato de sodio,
combinaciones de fosfato de sodio y potasio, Tris/Tris-HCI, bicarbonato de sodio, fosfato de arginina, clorhidrato de
arginina, clorhidrato de histidina, cacodilato, succinato, acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), maleato, bis-tris,
fosfato, carbonato, y cualquier sal farmacéuticamente aceptable y/o combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede incluir un agente de ajuste del pH en las composiciones. La modificacién del pH
de una composicién puede tener efectos beneficiosos sobre, por ejemplo, la estabilidad o solubilidad de un compuesto,
o puede ser Util para preparar una composicion adecuada para LA administracién parenteral. Los agentes de ajuste
del pH son bien conocidos en la técnica. Por consiguiente, los agentes de ajuste del pH descritos en el presente
documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan simplemente como agentes de
ajuste del pH ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los agentes de ajuste del pH pueden incluir, por
ejemplo, 4cidos y bases. En algunas realizaciones, un agente de ajuste del pH incluye, pero no esté limitado a, acido
acético, acido clorhidrico, acido fosférico, hidréxido sédico, carbonato de sodio y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede incluir un agente formador de masa en las composiciones. Los agentes formadores
de masa se usan cominmente en composiciones liofilizadas para proporcionar volumen afiadido a la composicién y
para ayudar a la visualizaciéon de la composicidén, especialmente en casos en los que, de otro modo, el sedimento
liofilizado seria dificil de ver. Los agentes formadores de masa también pueden ayudar a prevenir la fuga del
componente activo de una composicién farmacéutica y/o ayudar a la crioprotecciéon de la composicién. Los agentes
formadores de masa son bien conocidos en la técnica. Por consiguiente, los agentes formadores de masa descritos
en el presente documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que simplemente se proporcionan como
agentes formadores de masa ilustrativos que pueden usarse en las composiciones.

Los agentes formadores de masa ilustrativos pueden incluir hidratos de carbono, monosacaridos, disacéridos,
polisacéaridos, alcoholes de azUcar, aminoécidos y acidos de azlcares, y combinaciones de los mismos. Los agentes
formadores de masa de hidratos de cabono incluyen, aunque no de forma limitativa, mono-, di- o polihidratos de
carbono, almidones, aldosas, cetosas, amino azucares, gliceraldehido, arabinosa, lixosa, pentosa, ribosa, xilosa,
galactosa, glucosa, hexosa, idosa, manosa, talosa, heptosa, glucosa, fructosa, a-D-glucopiranésido de metilo, maltosa,
lactona, sorbosa, eritrosa, treosa, arabinosa, alosa, altrosa, gulosa, idosa, talosa, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa,
tagatosa, glucosamina, galactosamina, arabinanos, fructanos, fucanos, galactanos, galacturonanos, glucanos,
mananos, xilanos, inulina, levan, fucoidan, carragenano, galactocarolosa, pectinas, amilosa, pululano, glucégeno,
amilopectina, celulosa, pustulano, quitina, agarosa, queratina, condroitina, dermatan, &cido hialurénico, goma xantina,
sacarosa, trehalosa, dextrano y lactosa. Los agentes formadores de masa de alcoholes de azulcar incluyen, aunque
no de forma limitativa, alditoles, inositoles, sorbitol y manitol. Los agentes formadores de masa de 4cidos de azucar
incluyen, aunque no de forma limitativa, acidos aldénicos, acidos urénicos, acidos aldaricos, acido glucénico, acido
isoascorbico, acido ascérbico, acido glucarico, acido glucurénico, acido glucdnico, acido glucarico, acido galacturénico,
acido manurénico, &cido neuraminico, acidos pécticos y acido alginico. Los agentes formadores de masa de
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aminoécidos incluyen, aunque no de forma limitativa, glicina, histidina y prolina.

En algunas realizaciones, se puede incluir un tensioactivo en las composiciones. Los tensioactivos, en general,
reducen la tensién superficial de una composicién liquida. Esto puede proporcionar propiedades beneficiosas tales
como una mayor facilidad de filtracion. Los tensioactivos también pueden actuar como agentes emulsionantes y/o
agentes solubilizantes. Los tensioactivos son bien conocidos en la técnica. Por consiguiente, los tensioactivos
descritos en el presente documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan
simplemente como tensioactivos ilustrativos que pueden usarse en las formulaciones o composiciones de la presente
divulgacidn. Los tensioactivos que pueden incluirse incluyen, aunque no de forma limitativa, ésteres de sorbitan tales
como polisorbatos (p. ej., polisorbato 20 y polisorbato 80), lipopolisacaridos, polietilenglicoles (p. ej., PEG 400 y PEG
3000), poloxdmeros (es decir, plurénicos), 6xidos de etileno y 6xidos de polietileno (p. ej., Triton X-100), saponinas,
fosfolipidos (p. €j., lecitina) y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede incluir un agente encapsulante en las composiciones. Los agentes encapsulantes
pueden secuestrar moléculas y ayudar a estabilizarlas o solubilizarlas. Los agentes encapsulantes son bien conocidos
en la técnica. Por consiguiente, los agentes encapsulantes descritos en el presente documento no pretenden constituir
una lista exhaustiva, sino se proporcionan simplemente como agentes encapsulantes ilustrativos que pueden usarse
en las composiciones. Los agentes encapsulantes que pueden incluirse en las composiciones incluyen, aunque no de
forma limitativa, a-ciclodextrinas, p-ciclodextrinas, y-ciclodextrina y combinaciones de las mismas (p. ej., a-
ciclodextrina, dimetil-a-ciclodextrina, hidroxietil-a-ciclodextrina, hidroxipropil-a-ciclodextrina, trimetil-a-ciclodextrina, -
ciclodextrina, dimetil-B-ciclodextrina, hidroxietil--ciclodextrina, hidroxipropil-p-ciclodextrina, trimetil-p-ciclodextrina, y-
ciclodextrina, dimetil-y-ciclodextrina, hidroxietil-y-ciclodextrina, hidroxipropil-y-ciclodextrina, trimetil-y-ciclodextrina y
combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, en las composiciones, se puede incluir un agente de ajuste de la tonicidad. La tonicidad de
una composicién liquida es una consideracién importante cuando se administra la composicién a un paciente, por
ejemplo, mediante administracion parenteral. Los agentes de ajuste de la tonicidad, por tanto, pueden usarse para
ayudar a preparar una composiciéon adecuada para la administracién. Los agentes de ajuste de la tonicidad son bien
conocidos en la técnica. Por consiguiente, los agentes de ajuste de la tonicidad descritos en el presente documento
no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan simplemente como agentes de ajuste de la
tonicidad ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los agentes de ajuste de la tonicidad pueden ser
i6Gnicos o no iénicos e incluyen, aunque no de forma limitativa, sales inorganicas, aminoacidos, hidratos de carbono,
azlcares, alditoles e hidratos de carbono. Las sales inorgéanicas ilustrativas pueden incluir cloruro de sodio, cloruro de
potasio, sulfato de sodio y sulfato de potasio. Un aminoacido ilustrativo es la glicina. Los azucares ilustrativos pueden
incluir alditoles tales como glicerol, propilenglicol, glucosa, sacarosa, lactosa, dextrosa y manitol.

En algunas realizaciones, se puede incluir un agente estabilizante en las composiciones. Los agentes estabilizantes
ayudan a aumentar la estabilidad de un compuesto en las composiciones. Esto puede ocurrir mediante, por ejemplo,
la reduccién de la degradacién o la prevencidn de la agregacién de un compuesto. Sin desear quedar ligado a teoria
alguna, los mecanismos para mejorar la estabilidad pueden incluir el secuestro del compuesto de un disolvente o la
inhibicién de la oxidacion por radicales libres de la sustancia terapéuticamente eficaz. Los agentes estabilizantes son
bien conocidos en la técnica. Por consiguiente, los agentes estabilizantes descritos en el presente documento no
pretenden constituir una lista exhaustiva, dino que se proporcionan simplemente como agentes estabilizantes
ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los agentes estabilizantes pueden incluir, aunque no de forma
limitativa, emulsionantes y tensioactivos.

En algunas realizaciones, se puede incluir un protector en las composiciones. Los protectores son agentes que
protegen un principio farmacéuticamente activo (p. €j., una sustancia o un compuesto terapéuticamente eficaz) de una
condicién no deseable (p. €j., la inestabilidad provocada por congelacién o liofilizacidén, u oxidacién). Los protectores
pueden incluir, por ejemplo, crioprotectores, lioprotectores y antioxidantes. Los crioprotectores son Utiles para prevenir
la pérdida de potencia de un princpio farmacéutico activo (p. ej., un compuesto de antraciclina) cuando una
composicién se expone a una temperatura por debajo de su punto de congelacién. Por ejemplo, se podria incluir un
crioprotector en una formulacién liofilizada reconstituida de modo que la formulacién pueda congelarse antes de la
dilucidén para la administracién intravenosa. Los crioprotectores son bien conocidos en la técnica. Por consiguiente,
los crioprotectores descritos en el presente documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se
proporcionan simplemente como crioprotectores ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los
crioprotectores incluyen, aunque no de forma limitativa, disolventes, tensioactivos, agentes encapsulantes, agentes
estabilizantes, modificadores de viscosidad y combinaciones de los mismos. Los crioprotectores pueden incluir, por
ejemplo, disacaridos (p. €j., sacarosa, lactosa, maltosa y trehalosa), polioles (p. €j., glicerol, manitol, sorbitol y dulcitol),
glicoles (p. ej., etilenglicol, polietilenglicol y propilenglicol).

Los lioprotectores son Utiles para estabilizar los componentes de una composicién sometida a liofilizacién. Por ejemplo,
una sustancia terapéuticamente eficaz podria liofilizarse con un lioprotector antes de la reconstitucién. Los
lioprotectores son bien conocidos en latécnica. Por consiguiente, los lioprotectores descritos en el presente documento
no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan simplemente como lioprotectores ilustrativos
que pueden usarse en las composiciones. Los lioprotectores incluyen, aunque no de forma limitativa, disolventes,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970618 T3

tensioactivos, agentes encapsulantes, agentes estabilizantes, modificadores de viscosidad y combinaciones de los
mismos. Los lioprotectores ilustrativos pueden ser, por ejemplo, azlicares y polioles. La trehalosa, sacarosa, dextrano
e hidroxipropil-beta-ciclodextrina son ejemplos no limitantes de lioprotectores.

Los antioxidantes son Utiles para prevenir la oxidacién de los componentes de una composicidn. La oxidacién puede
provocar la agregaciéon de un producto farmacéutico u otros efectos perjudiciales para la pureza del producto
farmacéutico o su potencia. Los antioxidantes son bien conocidos en la materia. Por consiguiente, los antioxidantes
descritos en el presente documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan
simplemente como antioxidantes ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los antioxidantes pueden ser,
por ejemplo, ascorbato de sodio, citrato, tioles, metabisulfito y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede incluir un agente modificador de la viscosidad en la composicién. Los
modificadores de la viscosidad cambian la viscosidad de las composiciones liquidas. Esto puede ser beneficioso
porque la viscosidad desempefia un papel importante en la facilidad con la que se filtra una composicién liquida. Una
composicién puede filtrarse antes de la liofilizacién y reconstitucién, o después de la reconstitucién. Los modificadores
de la viscosidad son bien conocidos en la técnica. Por consiguiente, los modificadores de viscosidad descritos en el
presente documento no pretenden constituir una lista exhaustiva, sino que se proporcionan simplemente como
modificadores de viscosidad ilustrativos que pueden usarse en las composiciones. Los modificadores de la viscosidad
incluyen disolventes, agentes solubilizantes, tensioactivos y agentes encapsulantes. Los modificadores de la
viscosidad ilustrativos que pueden incluirse en las composiciones incluyen, aunque no de forma limitativa, N-acetil-
DL-triptéfano y N-acetil-cisteina.

Actividad antitumoral en modelos de ratones con xenoinjerto de tumores humanos

Los profarmacos que se unen a la albimina AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 demostraron una actividad antitumoral
excepcional en estirpes celulares tumorales, con una Clso de los farmacos libres AE-Ceto y AE-Ester en el intervalo
picomolar (259 y 339 pM, respectivamente, comparable a la Clsp de 130 pM del compuesto original AE - véase el
Ejemplo 4), asi como en varios modelos de xenoinjerto de tumor humano en ratones atimicos que inducen remisiones
parciales y completas en todos los xenoinjertos de tumor humano evaluados (véanse los ejemplos de las Figuras 13-
23). Esto incluy6 tumores pequefios con volimenes iniciales en el intervalo de aproximadamente 130-170 mm?3y
también tumores grandes con vollimenes iniciales de hasta aproximadamente 380 mm3. Ademaés, en la mayoria de
los casos, el tratamiento con los profarmacos que se unen a la albimina AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 indujo
remisiones a largo plazo y una disminucién del volumen tumoral relativo (VTR). El compuesto original auristatina E
(AE) fue principalmente inactivo en los modelos probados o solo mostré una inhibicién tumoral marginal. Los
procedimientos experimentales y los resultados obtenidos en los modelos de ratones portadores de tumores se
describen en detalle en el Ejemplo 5 y las Figuras 13-23.

Métodos de tratamiento

Los compuestos y las composiciones descritos en el presente documento son Utiles para una variedad de aplicaciones
clinicas.

Los compuestos y las composiciones descritos en el presente documento pueden inducir una inhibicién prolongada o
a largo plazo del crecimiento tumoral. En determinadas realizaciones, la inhibicién prolongada o a largo plazo del
crecimiento tumoral se produce sin pérdida de peso corporal ni toxicidad alguna o simplemente marginal de la médula
Gsea.

En algunas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona un método para tratar una enfermedad maligna que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién
farmacéutica que contiene un compuesto descrito en el presente documento. Por ejemplo, algunas realizaciones
incluyen un método para tratar a un paciente que padece una enfermedad seleccionada entre un cancer, una
enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o crénica, y una enfermedad
provocada por bacterias, hongos y otros microorganismos, que comprende administrar al paciente que lo necesita una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de acuerdo con la presente divulgacién.

La divulgacién proporciona métodos para tratar una afeccién o enfermedad en un paciente, siendo dicha afeccién o
enfermedad seleccionada entre un cancer, una enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad
inflamatoria aguda o crénica, y una enfermedad provocada por bacterias, hongos u otros microorganismos, que
comprende administrar al paciente un compuesto o una composicién farmacéutica como se describe en el presente
documento.

En algunas realizaciones, el cdncer es una neoplasia hemética o un cancer sélido. En algunas realizaciones, el cancer
se selecciona entre carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, mieloma mdltiple 0 melanoma.

En algunas realizaciones, el cancer es adenocarcinoma, melanoma uveal, leucemia aguda, neuroma acustico,
carcinoma ampular, carcinoma anal, astrocitoma, basalioma, cancer pancreatico, tumor del tejido conjuntivo, cancer
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de vejiga, carcinoma bronquial, carcinoma bronquial no microcitico, cancer de mama, linfoma de Burkitt, carcinoma
del cuerpo uterino, sindrome CUP, cancer de colon, cancer del intestino delgado, cancer de ovario, carcinoma de
endometrio, cancer de vesicula biliar, carcinomas de vesicula biliar, cancer de Utero, cancer de cuello del Utero,
tumores de cuello, nariz y oido, neoplasias heméticas, tricoleucemia, cancer de uretra, cancer de piel, gliomas, cancer
de testiculos, sarcoma de Kaposi, cancer de laringe, cancer de huesos, carcinoma colorrectal, tumores de
cabezalcuello, carcinoma de colon, craneofaringoma, cancer de higado, leucemia, cancer de pulmoén, céncer de
pulmén no microcitico, linfoma de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer de estémago, céncer de colon,
meduloblastoma, melanoma, meningioma, cancer de rifién, carcinomas de células renales, oligodendroglioma,
carcinoma esofagico, carcinomas osteoliticos y carcinomas osteoplasicos, osteosarcoma, carcinoma de ovario,
carcinoma pancreatico, cancer de pene, cancer de prostata, cancer de lengua, carcinoma de ovario o cancer de
ganglios linfaticos.

Algunas realizaciones incluyen un método para aumentar la concentracién de un metabolito de un compuesto en un
tumor, que comprende administrar el compuesto de acuerdo con la presente divulgacion.

Ejemplificacion

A continuacién se describen de forma general algunos aspectos de la presente divulgacidn, y estos se comprenderan
més facilmente por referencia a los ejemplos siguientes, que se incluyen meramente con fines ilustrativos de
determinadas caracteristicas y realizaciones de la presente divulgacidén y no pretenden ser limitativos.

Equivalentes

Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de determinar, usando nada méas que la experimentacion
habitual, numerosos equivalentes a los compuestos, composiciones y métodos de uso de los mismos descritos en el
presente documento. Tales equivalentes se consideran dentro del &mbito de la presente divulgacion.

Ejemplos
Materiales y métodos para la preparacion y el analisis de los compuestos

Todas las reacciones se llevaron a cabo en atmésfera inerte de nitrégeno, salvo que se especifique lo contrario. Se
utilizaron reactivos disponibles en el mercado sin purificacién adicional, salvo que se especifique lo contrario. Los
disolventes anhidros se adquirieron en forma anhidra (diclorometano, dimetilsulféxido, N,N-dimetilformamida,
tetrahidrofurano, etc.) y todos los demés disolventes utilizados fueron de calidad reactiva o de calidad de HPLC o
LCMS.

El material de vidrio y las barras agitadoras generalmente se secaron en un horno a 110 °C durante al menos 12 hy
luego se enfriaron en una atmésfera de nitrégeno antes de su uso, segun procediera. Todas las demas reacciones se
realizaron en matraces de fondo redondo sellados con septos de goma. Se utilizaron jeringas de plastico o pipetas de
vidrio para transferir los reactivos liquidos. Las reacciones se agitaron magnéticamente utilizando barras agitadoras
magnéticas recubiertas de teflén. Las soluciones organicas se concentraron a presién reducida usando un rotavapor
KNF RC 600 y Heidolph Hei-VAP.

La cromatografia en columna ultrarrapida se realizé con cartuchos de gel de silice ultrarrapidos Biotage® SNAP Ultra
y SNAP Ultra C18 preempaquetados, utilizando los sistemas de purificacién ultrarrapida Isolera™ One de Biotage® y
Isolera™ SL de Biotage® (a gran escala).

El valor de pH de una solucién se midié a temperatura ambiente utilizando un medidor de pH WTW Inolab 7310 con
electrodos mic-D SenTix®.

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se realiz utilizando un sistema de HPLC Shimadzu Nexera XR
equipado con un detector de matriz de fotodiodos SPD-M20A y se controlé a 220 nm, salvo que se especifique lo
contrario.

Los espectros de masas de baja resolucién (LRMS) se recogieron mediante cromatografia liquida combinada con
espectrometria de masas (LCMS) en un espectrémetro Bruker Amazon SL o Thermo Fisher LCQ (ionizacién por
electropulverizacion, ESI). Los espectros de masas de alta resolucién (HRMS) se registraron en un instrumento
micrOTOF de Bruker utilizando un espectrometro de masas de cromatografia liquida-ionizacién por
electronebulizacion y tiempo de vuelo (ESI-TOF). Los analisis elementales se llevaron a cabo en un Leco TruSpec®
CHNS Macro con detector de infrarrojos para C, H y S; y con un detector de conductividad térmica (TCD) para N.

La liofilizacién se llevé a cabo utilizando un liofilizador Martin Christ Alpha o Epsilon 2-4 LSCplus.
La centrifugacién se llevé a cabo utilizando una centrifuga Eppendorf 5810 R, refrigerada, con Rotor A-4-81, 230 V/50

de 60 Hz.
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El contenido de é&cido trifluoroacético (TFA) se midié mediante cromatografia iénica y el contenido de agua se midi
mediante coulometria Karl Fischer (KF).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron a temperatura ambiente en un espectrémetro
de 400 MHz: Bruker Avance 400 Ultrashield (400 MHz en 'H, 100 MHz en '3C). Todos los valores de desplazamientos
quimicos de protones se expresan en partes por millén (8) y estan referenciados con respecto a los protones
deuterados en DMSO-dg (6 2,50). Todos los valores de los desplazamientos quimicos del carbono se informan en
partes por millén (&) y estén referenciados con respecto a las resonancias de carbono en DMSO-ds (6 39,52). Los
datos de RMN se representan de la siguiente manera: desplazamiento quimico, multiplicidad (s = singulete, d =
doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, p = penteto, m = multiplete, a = ancho, dd = doblete de dobletes, td = triplete de
dobletes), constante de acoplamiento = J (Hz = hercios) e integracién.

Métodos de HPLC

Método 1. Método de HPLC para determinar la pureza de los conectores intermedios y del producto final Sulf07.
Columna: Fenomenex Kinetex Polar C18 (150 x 46 mm, 2,6 um, 100 A), gradiente: fase mévil A: 95:5, acetato de
amonio 10 mM a pH 7,0:acetonitrilo, fase mévil B: 95:5, acetonitrilo: acetato de amonio 10 mM a pH 7,0. Gradiente de
elucion de la fase B: 0-2,5 min: 0 %, 2,5-18 min: 0-45 %, 18-20 min: 45-75 %, 20-24 min: 75 %, 24-26 min: 75 %-0 %,
26-30 min: 0 %, 30 minutos: fin del método, caudal = 1,0 ml/min.

Método 2: Método de HPLC para el Ejemplo 2 y el Ejemplo 3. Columna: Fenomenex Kinetex Polar C18 (150 x 4,6
mm, 2,6 um, 100 A), gradiente: fase mévil A: 95:5 de acetato de amonio 10 mM a pH 7,0: acetonitrilo, fase mévil B:
95:5, acetonitrilo: acetato de amonio 10 mM a pH 7,0. Gradiente de elucidén de la fase B: 0-0,5 min: 30 %, 0,5-9 min:
30-95 %, 9-11 min: 95 %, 11-12,5 min: 95-30 %, 12,5-15 min: 30 %, 15 minutos: fin del método, caudal = 1,0 ml/min.

Método 3: Método de LCMS para los conectores intermedios y el producto final Sulf07. Columna: Fenomenex Kinetex
Polar C18 (150 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A), gradiente: fase mévil A: 95:5 de acetato de amonio 10 mM a pH 7,0:
acetonitrilo, fase mévil B: 95:5, acetonitrilo: acetato de amonio 10 mM a pH 7,0. Gradiente de elucién de la fase B: 0-
2,5 min: 0 %, 2,5-18 min: 0-45 %, 18-20 min: 45-75 %, 20-24 min: 75 %, 24-26 min: 75 %-0 %, 26-30 min: 0 %, 30
minutos: fin del método. Caudal = 0,4 ml/min.

Método 4: Método de LCMS para el Ejemplo 2 y el Ejemplo 3. Columna: Phenomenex Luna Omega Polar C18 (50 x
2,1 mm, 1,6 um, 100 A), gradiente: fase movil A: 99,9/0,1 de agua: acido férmico, fase mévil B: 99,9:0,1 de acetonitrilo:
acido féormico. Gradiente de elucién de la fase B: 0-0,5 min: 20 %, 0,5-3,5 min: 20-100 %, 3,5-5,0 min: 100 %, 5,0-55
min: 100-20 %, 5,5-7,0 min: 20 %, 7 minutos: fin del método. Caudal = 0,4 ml/min.

Método 5: Método de LCMS para experimentos de unién a plasma. Columna: Fenomenex Kinetex Polar C18 (50 x 2,1
mm, 2,6 um, 100 A), gradiente: fase mévil A: 95:5 de acetato de amonio 10 mM a pH 7,0: acetonitrilo, fase mévil B:
95:5, acetonitrilo: acetato de amonio 10 mM a pH 7,0. Gradiente de elucién de la fase B: 0-1,0 min: 0 %, 1,0-7,0 min:
0-75 %, 7,0-7,5 min: 75-90 %, 7,5-8,5 min: 90-0 %, 8,5-10,0 min: 0 %, 10 minutos: fin del método, caudal = 0,4 ml/min.

Método 6: Método de cromatografia de interaccién hidréfoba (HIC) para la unién al plasma. Columna: MabPac HIC-
20 (250 x 4,6 mm, 5 ym, 100 A), gradiente: fase mévil A: (NH4)2SO4 1,5 M, NasHPO,4 20 mM A pH 8,0, fase moévil B:
NaoHPO4 20 mM a pH 8,0 e isopropanol al 20 %. Gradiente de elucién de la fase B: 0-2,0 min: 0 %, 2,0-10,0 min: 0-
50 %, 10,0-13,0 min: 50-60 %, 13,0-17,0 min: 60-100 %, 17,0-20,0 min: 100 %, 20,0-25,0 min: 100-0 %, 25,0-30,0 min:
0 %, 30 minutos: fin del método, caudal = 1 ml/min.

Método 7: Método de HPLC para el perfil de estabilidad del pH del conjugado de farmaco de albamina. Columna:
Phenomenex Aeris WP C18 (250 x 4,6 mm, 3,6 ym, poro ancho), gradiente: fase mévil A: tampén Tris 20 mM a pH
8,0, fase mévil B: UHPLC con 90 % de acetonitrilo y 10 % de agua. Gradiente de elucion de la fase B: 0-0,5 min: 25 %,
0,5-2,5 min: 25-35 %, 2,5-16,0 min: 35-85 %, 16,0-17,0 min: 85-95 %, 17,0-20,0 min: 95 %, 20,0-25,0 min: 95-25 %,
25,0-30,0 min: 25 %, 30 minutos: fin del método, caudal = 1,0 ml/min.

Método 8: Método de HPLC para la degradacién acelerada de formulaciones de p.a. Columna: Fenomenex Kinetex
Polar C18 (150 x 46 mm, 2,6 um, 100 A), gradiente: fase mévil A: 95:5 de acetato de amonioc 10 mM a pH 7,0:
acetonitrilo, fase mévil B: 95:5, acetonitrilo: acetato de amonio 10 mM a pH 7,0. Gradiente de elucién de la fase B: 0-
2,5 min: 20 %, 0,5-9 min: 20-75 %, 9-11 min: 75 %, 11-12,5 min: 75-20 %, 12,5-15 min: 20 %, 15 minutos: fin del
método, caudal = 1,0 ml/min.

Método 9: Método de HPLC para determinar la pureza de los conectores intermedios y la pureza del producto final
Sulf07 preparado de acuerdo con la via C. Columna: Fenomenex Kinetex Polar C18 (150 x 4,6 mm, 2,6 um, 100 A),
gradiente: fase mévil A: &cido ftrifluoroacético al 0,1 % en HO, fase mévil B: 4cido trifluoroacético al 0,1 % en
acetonitrilo. Gradiente de elucidén de la fase B: 0-5,5 min: 1 %, 5,5-20 min: 1-40 %, 20-22 min: 40-65 %, 22-24 min:
65 %, 24-27 min: 65 %-1 %, 27-30 min: 1 %, 30 minutos: fin del método, caudal = 1,0 ml/min.
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Método 10: Método de HPLC para determinar la pureza de AE-Ceto-Sulf07 preparado a partir del conector Sulf07
obtenido de acuerdo con la via C. Columna Kinetex Polar C18 (2,6 um, 100 A, 150 mm x 4,6 mm), gradiente: fase
mévil A: 95:5 de acetato de amonio 5 mM a pH 7,0: metanol, fase mévil B: 95:5 de metanol: acetato de amonio 5 mM
a pH 7,0. Gradiente de elucién de la fase B: 0-2,5 min: 60 %, 2,5-18 min: 60-80 %, 18-22 min: 80-95 %, 22-26 min:
95 %, 26-30 min: fin del método. Caudal = 1,0 ml/min. Horno de columna: 37 °C.

Ejemplo 1

Se preparé Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazina-carbonil)-
bencenosulfénico), como se describe a continuacién y se muestra en el Esquema 1 de acuerdo con la via A.
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Esquema 1, Via A

Sintesis de acido 4-nitro-2-sulfobenzoico (A)
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O

HO;8 NO,

A una solucién agitada de permanganato de potasio (72 g, 460 mmol, 4,5 eq, Sigma Aldrich) en agua Millipore (450
ml), se afiadié en 10 segundos una solucién de hidrato de 4cido 4-nitro-2-sulfénico (26 g, 102 mmol, 1,0 eq, Abcr) en
agua Millipore (100 ml). La mezcla purpura resultante se agité a 115 °C durante 5 h y se volvié marrén después de
este tiempo. La HPLC (método 1, 220 nm) confirmé que la reaccidén se completd después de 5 h. La mezcla de reaccién
se enfrié hasta temperatura ambiente. El sélido marrdén formado durante la reaccién se eliminé mediante filtracién con
succién sobre un lecho de Celite, se lavé con agua Millipore (300 ml) y la solucién del filtrado marrén/amarillo se
concentré a ~125 ml a presion reducida a 40 °C, se acidificé lentamente con solucién de HCI 5 M hasta que se formé
una suspension blanca (~pH 1). A continuacién, se calenté la suspensién blanca a 100 °C hasta que se obtuvo una
solucién transparente que se dejé reposar en un bafio de hielo durante 10 minutos hasta que se formé un sélido
blanco. El sélido blanco se obtuvo mediante filtraciéon por succién usando un filtro poroso (tamafio de poro 4). A
continuacién, se sec6 el sélido blanco bajo alto vacio durante 10 h, dando A. Rendimiento: 18 g, 72 %. Pureza segln
la HPLC (método 1, 220 nm) >95 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C7H4sNO-S [M-H]: 245,98. Encontrado: 245,83.

Sintesis de acido 4-amino-2-sulfobenzoico (B)

O SOH
HO

NIl

Se calent6 una suspensién agitada de acido 4-nitro-2-sulfobenzoico A (13 g, 51 mmol, 1,0 eq) en agua Millipore (75
ml) a reflujo (120 °C) hasta su completa disolucién. A esa temperatura, se afiadié acido acético (7,2 ml, Sigma Aldrich),
seguido de polvo de hierro (9,5 g, 180 mmol, 3,5 eq, Sigma Aldrich) que se afiadié en porciones (~1 g/1,0 min) durante
10 min para evitar una reaccién exotérmica. A continuacion, la mezcla de reaccion se dejé en agitacién a reflujo durante
1 h. Durante este tiempo, se formé un sélido marrén y el analisis por HPLC (método 1, 220 nm) confirmé que la
reaccién se habia completado. El sélido marrdn se eliminé mediante filtracion por succién directamente sobre un lecho
corto de Celite (cuando todavia estaba caliente) y se lavé adicionalmente con agua caliente (3 x 50 ml). A continuacién,
se filtrd el filtrado a través de papel de filtro Whatman (11 um). El filtrado resultante se concentrd a presién reducida a
50 °C hasta un volumen de ~100 ml. Se afiadi6é gota a gota HCI concentrado (~1 ml/2,0 min) hasta que se alcanzé el
pH 1 y precipitd un sélido blanco/amarillo. La suspensién se dejé a 4 °C durante 1 h. El sélido se recogié mediante
filtracién por succién usando un filtro poroso (tamafio de poro 4) y se sec6 a alto vacio durante 10 h para proporcionar
B en forma de un sélido blanco. Rendimiento: 9 g, 81 %. Pureza segun la HPLC (método 1, 220 nm) >95 %. LRMS-
ESI (m/z) calculado para C7HsNOsS [M-H]: 216,00. Encontrado: 216,16.

Sintesis de cloruro de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoilo 0 EMC-CI (C)

O
N
Cl)J\/\/\/?I?
O

A una solucién en agitacién de acido 6-maleimidocaproico (EMC) (33 g, 156 mmol, 1,0 eq, Alfa Aesar) en
diclorometano seco (150 ml) a temperatura ambiente y bajo una atmésfera de nitrégeno, se afiadié en 30 minutos (~1
ml/ 2 min) cloruro de oxalilo (15 ml, 171 mmol, 1,1 eq, Sigma Aldrich) usando un embudo de goteo. Precaucion:
durante el proceso de adicién, se observé desprendimiento de gas. La reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 5 h. El color de la solucién de reaccién cambié a amarillo oscuro durante el tiempo de reaccién y el analisis
por HPLC (método 1, 220 nm) confirmd que la reaccién se completdé después de 5 h. El disolvente se elimind a presién
reducida a 40 °C, dando un aceite que se secé a alto vacio durante la noche dando como resultado un compuesto
solidificado. El sélido de color marrén claro obtenido se trituré con una espétula y se secd durante 20 h més a alto
vacio, dando C en forma de un sdélido microcristalino amarillo. EI compuesto se usd en la siguiente reaccion sin
purificacién adicional. Rendimiento: 34 g, 95 %. Pureza segun la HPLC (método 1, 220 nm) >95 % en forma del éster
metilico. LRMS-ESI (m/z) calculado para C11H1eNO4 (en forma de éster metilico) [M+H]": 226,10. Encontrado: 225,97.

Sintesis del acido 4-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-sulfobenzoico (D)

O SO.H

Tz
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Se disolvidé B (18,5 g, 85 mmol, 1,0 equiv.) en N,N-dimetilformamida anhidra (300 ml) bajo atmésfera de nitrégeno. La
solucién se enfri6 con un bafio de hielo y se dejé en agitacién durante 10 minutos hasta alcanzar los 4 °C. A
continuacién, se afladié 4-metilmorfolina (18,69 ml, 170 mmol, 2,0 eq, Sigma Aldrich) a la solucién enfriada gota a gota
(~1 ml/3,5 min) en 1 h usando un embudo de goteo. La mezcla adquirié un color marrén oscuro cuando se completé
la adicién y, a esta mezcla de color marrén oscuro, se afiadié gota a gota (~0,5 g/min) en 1 h utilizando un embudo de
goteo una solucién de C (29,28 g, 127 mmol, 1,5 eq) en N,N-dimetilformamida (200 ml) anhidra. La mezcla de reaccién
se dej6 calentar gradualmente hasta temperatura ambiente durante la noche y luego se dejé agitar a temperatura
ambiente durante 10 h. Después de la conversién completa de la reaccién como lo indica la HPLC (método 1, 220
nm), la solucién de reaccién se dispensé en 8 tubos Falcon de 50 ml y se centrifugd durante 20 minutos a 10 °C y
4000 rpm. Se eliminaron los sobrenadantes y se resuspendieron los sélidos en 10 ml de N,N-dimetilformamida por
cada tubo y se centrifugaron nuevamente durante 20 min a 10 °C y 4000 rpm. Todos los sobrenadantes se combinaron
y se concentraron a presién reducida a 50 °C durante 3 h, obteniéndose un sélido de color naranja claro (rendimiento:
34 g, pureza segun la HPLC (método 1, 220 nm) 66 %). Este sélido se resuspendié en metanol (250 ml), se transfirié
a 8 tubos Falcon de 50 ml y se centrifugé durante 20 minutos a 10 °C y 4000 rpm. Se eliminaron los sobrenadantes y
los sélidos se resuspendieron en 5 ml de metanol por cada tubo y se centrifugaron nuevamente durante 20 mina 10 °C
y 4000 rpm. Todos los sélidos se combinaron y se secaron a alto vacio durante 24 h, obteniéndose D en forma de un
sélido cristalino de color amarillo. Rendimiento: 24 g, 37 %. Pureza segun la HPLC (método 1, 220 nm) 97 %. LRMS-
ESI (m/z) calculado para C17H17N20OgS [M-H]: 409,08. Encontrado: 409,13.

Sintesis de acido 2-(2-(terc-butoxicarbonil)hidrazin-1-carbonil)-5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illhexanamido)bencenosulfénico o conector protegido con BOC (E)

O  SOH
0
BocHNHN ) }?
J'k/\/\/N
N
H 0

A una solucién de D (17 g, 41,4 mmol, 1,0 eq) en N,N-dimetilformamida anhidra (350 ml) bajo atmésfera de nitrégeno,
se afiadié clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC-HCI) (8,72 g, 45,5 mmol, 1,1 eq, Roth) e
hidroxibenzotriazol (HOBt) (6,15 g, 45,5 mmol, 1,1 eq, Sigma Aldrich). La mezcla de reaccién se dejé en agitacion
durante 30 min a temperatura ambiente y, a continuacién, se afiadié carbazato de terc-butilo (7,12 g, 53,9 mmol, 1,3
eq, Sigma Aldrich) y la solucién cambié de un color amarillo claro a un color rojizo. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante una noche. Después de este tiempo, se confirmé la conversién completa de la reaccidn
mediante HPLC (método 1, 220 nm). El disolvente se eliminé a presién reducida a 40 °C y luego a alto vacio a
temperatura ambiente durante 1 h, para producir un aceite de color marrén purpura que se purificé con un sistema de
purificaciéon ultrarrapida con dos cartuchos SNAP Ultra de 340 g preenvasados. La purificacién se llevd a cabo
utiizando un sistema de gradiente lineal, desde el 100 % de diclorometano hasta el 90 %/10 % de
diclorometano/metanol en 60 volimenes de columna. Los tubos que contenian el producto deseado se combinaron y
se secaron a presién reducida a 40 °C durante 1 h y a alto vacio durante otras 6 h, obteniéndose E en forma de un
sélido espumoso de color amarillo. Rendimiento: 9 g, 17,1 mmol, 42 %. HPLC (método 1, 220 nm) >95 %. LRMS-ESI
(m/z) calculado para CaoH27N4OgS [M-H]: 523,16. Encontrado: 523,15.

Sintesis del conector Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-
(hidrazinacarbonil)bencenosulfénico
O  SO;H
2 A Oy 15
FNHN L © 9L EQ“
4 ];IS 9 11 13 017

A una solucién amarilla de E (10,2 g, 19,4 mmol, 1,0 eq) en diclorometano anhidro (30 ml), que se enfrié hasta 4-5 °C,
se afiadié gota a gota (~1 ml/2,0 min), en 30 min, &cido trifluoracético (15 ml, Roth). Después de la adicién, se retird
el bafio frio y la mezcla de reaccién se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. Después de este tiempo,
se confirmé la finalizacién de la reaccién mediante HPLC (método 1, 220 nm). La mezcla de reaccion se vertié gota a
gota en 6 tubos Falcon, cada uno ~35 ml de éter dietilico frio. Inmediatamente se formé un precipitado de color blanco.
Los tubos se dejaron reposar a 4 °C durante 3 h. Después de centrifugar los tubos Falcon durante 20 minutos a 10 °C
y 4000 rpm, se eliminaron los sobrenadantes y los sélidos se volvieron a suspender en 5 ml de éter dietilico por cada
tubo y se centrifugaron nuevamente (4000 rpm, 20 min, 10 °C). Los sobrenadantes se eliminaron nuevamente y los
sélidos se recogieron y se secaron a alto vacio durante 20 h para proporcionar el conector Sulf07 en forma de un
sélido microcristalino blanco. Rendimiento: 10 g, 23,6 mmol, 96 %. HPLC (método 1, 220 nm) >95 %. LRMS-ESI (m/z)
calculado para C17H21N4O7S [M+H]": 425,11. Encontrado: 425,07. LRMS-ESI (m/z) calculado para C17H19N4O7S [M-
H]: 423,11. Encontrado: 423,12. HRMS-ESI (m/z) calculado para C17H21N4O;S [M+H]": 425,1125. Encontrado:
425,1125. LRMS-ESI (m/z) calculado para C17H19N4O7S [M-H]: 423,0978. Encontrado: 423,0980.
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La estructura para, acido 5-6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexaanamido)-2-(hidrazina-
carbonil)bencenosulfénico, Sulf07, se confirmé mediante RMN de 'H: RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 11,94 (s,
1H; C1-NH), 10,27 (s, 1H; C8-NH), 8,01 (d, J = 2,2 Hz, 1H; C4-CH), 7,93 (dd, J = 8,5, 2,2 Hz, 1H; C6-CH), 7,68 (d, J
= 8,4 Hz, 1H; C7-CH), 7,00 (s, 2H; C15-CH, C16-CH), 3,40 (t, J = 7,0 Hz, 2H; C13-CHy), 2,32 (t, J = 7,4 Hz, 2H; C9-
CH2), 1.60 (p, J = 7,5 Hz, 2H; C10-CH>), 1.52 (p, J = 7,2 Hz, 2H; C12-CH>»), 1,26 (c, J = 8,8 Hz, 2H; C11-CH>); RMN
de '3C (101 MHz, DMSO-ds) & 172,20 (C8), 171,54 (C14, C17), 167,59 (C1), 145,73 (C5), 142,09 (C3), 134,90 (C15,
C16), 132,09 (C7), 123,79 (C2), 119,44 (C6), 117,47 (C4), 37,42 (C13), 36,65 (C9), 28,22 (C12), 26,21 (C11), 24,90
(C10). Analisis elemental calculado para C17H21N4O7S; C, 45,71; H, 4,26; N, 11,85; S, 6,78. Encontrado: C, 46,2917,
H, 4,4836; N, 12,8879; S, 6,7886. Contenido de TFA <2 % (p/p).

El Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazina-carbonil)bencenosulfénico, se
prepar6é como se describe a continuacién y se muestra en el Esquema 2 de acuerdo con la via B.
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Esquema 2, Via B

Sintesis de acido 5-amino-2-(2-(terc-butoxicarbonil)hidrazina-1-carbonil)bencenosulfénico (F)

0 SO;H

BocHNHNJ\@
NH,

A una suspensién de acido 4-amino-2-sulfobenzoico B (50,00 g, 230,20 mmol, 1,00 eq) en N,N-dimetilformamida
anhidra (DMF, 1000 ml), se afiadidé N, N-diisopropiletilamina (DIPEA, 40,20 ml, 29,75 g, 230,20 mmol, 1,00 eq) durante
5 minutos. A continuacién, se afiadié EDC-HCI (48,54 mg, 253,21 mmol, 1,10 eq) y la mezcla se agité a 23 °C durante
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30 min. Después, se afladié carbazato de terc-butilo (33,46 g, 253,18 mmol, 1,10 eq) y la mezcla se calentd hasta
70 °C y se agit6é durante 2 h. La segunda porcién de EDC-HCI (24,31 g, 126,68 mmol, 0,55 eq) y se afiadié carbazato
de terc-butilo (16,76 mg, 126,68 mmol, 0,55 eq) y la mezcla de reaccion se agit6é adicionalmente a 70 °C durante 14
h. La reaccion se enfrié hasta 23 °C y se filtr6 a través de Celite® 545 (100 gramos). Se lavé adicionalmente el Celite®
545 adicionalmente con 700 ml de metanol. El filtrado se concentré a presion reducida y se purific6 mediante un
sistema de purificacién instantanea utilizando siete cartuchos SNAP Ultra de 340 g preenvasados. La purificacion se
llevé a cabo utilizando un sistema de gradiente lineal, del 100 % de diclorometano al 70 % de diclorometano/30 % de
metanol, dando el compuesto del titulo F en forma de un sélido blanco. Rendimiento: 32,50 g, 98,09 mmol, 42,6 %,
HPLC (método 1, 220 nm) >97 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C12H1eN2OsS [M-H]: 330,08. Encontrado: 330,17.

Sintesis de 2-(2-(terc-butoxi-carbonil)hidrazina-1-carbonil)-5-(6-(2, 5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
Jhexanamido)bencenosulfonato de N-etil-N-isopropilpropan-2-aminio (E)
©
0 SO,

S \
YKCL fo D

NH
\/®

Tz

A una solucién de F (26,97 g, 81,40 mmol, 1,00 eq) en una mezcla de dimetilacetamida anhidra (110 ml) y
tetrahidrofurano anhidro (THF, 275 ml) se afiadié una solucién de cloruro de acido 6-maleimidocaproico C (26,60 g,
115,82 mmol, 1,42 eq) en tetrahidrofurano anhidro (165 ml) en una porciéon a temperatura ambiente. La solucién de
reaccién transparente se agité a temperatura ambiente durante 10 min. A continuacién,se afiadié la mezcla de reaccién
agitando en dos matraces cénicos de 2 |, conteniendo cada uno éter diisopropilico (1100 ml) y DIPEA (10,15 ml). Una
vez que el aceite se hubo asentado, se vertié cuidadosamente el sobrenadante y se lavd el aceite con éter
diisopropilico (2 x 100 ml), se disolvié en metanol, se combiné y el disolvente se eliminé bajo alto vacio. El aceite
resultante se purificé mediante un sistema de purificacién ultrarrdpida utilizando seis cartuchos SNAP Ultra de 340 g
preenvasados. La purificacién se llevé a cabo utilizando un sistema de gradiente lineal, desde el 100 % de
diclorometano hasta el 80 % de diclorometano/20 % de metanol, dando el compuesto del titulo E en forma de un sélido
blanco. Rendimiento: 24,00 g, 36,71 mmol, 45,1 %, HPLC (método 1, 220 nm) >95 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para
CaoH27N4OeS [M-H]: 523,15. Encontrado: 523,30.

Sintesis de é&cido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazina-carbonil)bencenosulfénico
(Sulfo7)

0 SOH
0]
H,NHN 0 N
N.
N )k/\/\/
H

9]

A una solucién fria (4 °C) de E, (21,00 g, 32,12 mmol, 1,00 eq) en diclorometano (150 ml) se afiadié acido
trifluoroacético (25,00 ml, 37,25 g, 326,70 mmol, 10,17 eq) durante 1 h. A continuacién, se dejdé que la reaccién se
calentara gradualmente (durante 30 min) hasta la temperatura ambiente y se agité durante 1 h. La mezcla de reaccién
se afladi6 gota a gota a través de un embudo de decantacidén durante 1 h a un matraz cénico de 2 | que contenia éter
diisopropilico (1,4 ) a 0 °C. El sélido blanco resultante se filtré a través de un embudo con frita de porosidad de 4 Ay
se lavd secuencialmente con diclorometano (2 x 1000 ml) y éter diisopropilico (2 x 1000 ml). El sélido se dejé secar
en el embudo de frita durante la noche a temperatura ambiente. El secado adicional se llevé a cabo en alto vacio a
25 °C durante 2 h. El producto final Sulf07 se obtuvo en forma de un sélido blanco. Rendimiento: 13,58 g, 32,00 mmol,
99,6 %, HPLC (método 1, 220 nm) >96 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C17H19N4O7S [M-H]: 423,10. Encontrado:
423,21,

El Sulf07, acido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazina-carbonil)bencenosulfénico, se
preparé como se describe a continuacidén y se muestra en el Esquema 2 de acuerdo con la via C.

30



ES 2970618 T3

O SOgH
HO

NH,
(B}

T3P, TEA NH NHCOO1BuU

O SOH 0 . i\

BocHNHN HOJMN
NH, ©
(F) acido 8-maleimidocaproico

l |
T3P, TEA

O SOH

]

BocHNHN O

N
H
()
l TFA
O SO4H
O
HoNHN O N
H 0
Sulfo?

Esquema 2, ViaC

Sintesis de acido 5-amino-2-(2-(terc-butoxicarbonil)hidrazina-1-carbonil)bencenosulfénico (F)

©
0 SO,

BocHNHN

/\EJ NH,

5 N

A una suspensién de B (30,00 g, 138,12 mmol, 1,00 eq) en acetonitrilo anhidro (600 ml) se afiadié trietilamina (41,93
g, 57,76 ml, 414,37 mmol, 3,00 eq) y la mezcla se agitdé durante 10 min. A continuacién, se afiadié carbazato de terc-
butilo (27,38 g, 207,19 mmol, 1,50 eq) y la mezcla se enfrié a -35 °C. A esta temperatura, se afiadié gota a gota una
10  solucién de anhidrido propilfosfénico, T3P, (114,27 g, 106,79 ml, 179,56 mmol, sol. al 50 % en acetato de etilo, 1,3
equiv.) durante 1 h. La reaccién se agitd a -35 °C durante 2 h. Se dej6 que la mezcla se calentara a temperatura
ambiente y se filtré a través de Celite® 545 (100 g). El Celite® se lavé adicionalmente con acetonitrilo (500 ml). Ambos
filtrados se combinaron y concentraron hasta 250 ml. La solucién se dividi6 en partes iguales en 6 porciones y el
disolvente se elimin6 a presién reducida. Cada porcion se disolvié en diclorometano que contenia un 1 % de EtsN (50
15 ml) y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida NP en un sistema One Flash Purification Isolera™ de Biotage,
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con una columna SNAP Ultra de 340 g preenvasada, utilizando un gradiente escalonado del 2 % al 12 % de metanol
(que contiene 1 % NEtz) en DCM (que contiene 1 % de NEts) en 7 volimenes de columnas. A continuacidn, se
combinaron las fracciones purificadas de todas las porciones, se eliminé el disolvente a presién reducida y se secé el
sélido a alto vacio, dando el compuesto del titulo F en forma de un sélido blanquecino. Rendimiento: 53,25 g, 108,0
mmol, 78,2 % (la RMN en DMSO-d6 mostré la presencia de 1,6 equivalentes de trietilamina). HPLC (método 9, 220
nm) >99 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C12H1sNz0sS [M-H]: 330,08. Encontrado: 330,08.

Sintesis de 2-(2-(terc-butoxi-carbonil)hidrazina-1-carbonil)-5-(6-(2, 5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
Jhexanamido)bencenosulfonato de N-etil-N-isopropilpropan-2-aminio (E)
]
O SO0
0]
BocHNHN 0O A\
lﬁ) NJJ\/\/\/N
/\N H O

N

A una mezcla de F (45,00 g, 91,24 mmol, 1,00 eq) y acido 6-maleimidocaproico (19,27 g, 91,24 mmol, 1,00 eq) se
afladieron en una porcién acetonitrilo (450 ml), trietilamina (13,85 g, 19,08 ml, 136,86 mmol)y T3P (43,55 g, 40,70 ml,
136,86 mmol, sol al 50 % en acetato de etilo) a temperatura ambiente. La solucién se agité a temperatura ambiente
durante 24 h. El disolvente se eliminé a presidn reducida. A continuacidn, el producto en bruto se purificd mediante un
sistema de purificacién ultrarrapida usando siete cartuchos de SNAP Ultra de 340 g preenvasados con un gradiente
lineal desde el 2 % de metanol hasta el 15 % de metanol en diclorometano, dando el compuesto del titulo E en forma
de un sdélido blanquecino. Rendimiento: 30,55 g, 53,5 % (La RMN en DMSO-d6 mostré la presencia de 1,1 eq de
trietilamina). HPLC (método 9, 220 nm) >99 %. LRMS-ES| (m/z) calculado para CxH27N4OgS [M-H]: 523,15.
Encontrado: 523,26.

Sintesis de é&cido 5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)-2-(hidrazina-carbonil)bencenosulfénico
(Sulfo7)

O SOsH
H,NHN 0 N

N
H

A una suspension fria (4 °C) de E, (10,00 g, 15,98 mmol, 1,00 eq) en diclorometano (50 ml) se afiadié acido
trifluoroacético (18,22 g, 12,31 ml, 159,81 mmol, 10,17 eq) durante 15 min. La mezcla se agité adicionalmente a 4 °C
durante 15 minutos y luego se dej6 calentar gradualmente hasta temperatura ambiente y se agité durante 150 min. La
mezcla de reaccion se afiadié gota a gota a través de un embudo de decantacién a una solucién agitada de éter metil-
terc-butilico, MTBE, (400 ml) y diclorometano (200 ml). El sélido blanco resultante se filtré a través de un embudo con
frita de porosidad de 4 A y se lavé secuencialmente con diclorometano (2 x 150 ml) y MTBE (1 x 50 ml), MeOH (1 x
50 ml) y nuevamente MTBE (2 x 150 ml). El sélido se dejé secar en el embudo con frita durante la noche a temperatura
ambiente durante 10 min. El secado adicional se llevd a cabo en alto vacio a 25 °C durante 18 h. El producto final
Sulf07 se obtuvo en forma de un sélido amarillo. Rendimiento: 5,786 g, 13,63 mmol, 98,7 %, HPLC (método 9, 220
nm) >96 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C17H19N4O7S [M-H]: 423,10. Encontrado: 422,95.

Ejemplo 2
El compuesto AE-Ceto-Sulf07, acido 2-(2-((R)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,58)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-1-

fenilpropiliden)hidrazina-1-carbonilol)-5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)bencenosulfénico se
sintetizé como se describe a continuacion y se muestra en el Equema 5.
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Sintesis de 2,2 2-trifluoroacetato de (S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,SS)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-
(((R)-1-oxo-1-fenillpropan-2-ilYamino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-
5 il)amino)-N,N,3-trimetil-1-oxobutan-2-aminio (sal de TFA de AE-Ceto)

O
F. O
F})J\O O . 0
F @
];N N\:)kN N N
o Al o 0 0 O

Via A: Sintesis de acuerdo con un procedimiento mejorado de la patente US6884869-B2
10
Se afiadié clorocromato de piridinio (PCC) (382 mg, 1,772 mmol, 1,5 eq, Sigma Aldrich) a una solucién de sal de TFA
de auristatina E (1000 mg, 1,183 mmol, Levena Biopharma) en diclorometano anhidro (30 ml) en una atmésfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 17 h. La LC-MS (método 4, modo positivo)
mostré una conversiéon completa del material de partida. La mezcla de reaccién se diluyé con 25 ml de diclorometano
15  yselavé con salmuera (3 x 20 ml). La fase acuosa se extrajo una vez con diclorometano (20 ml). Las fases orgénicas
combinadas se evaporaron a presién reducida a 40 °C. El residuo se disolvié en 7,5 ml de acetonitrilo y se purificé
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con un cartucho SNAP Ultra C18 de 30 g preenvasado, utilizando
un gradiente escalonado del 2 % al 40 % de acetonitrilo (+TFA al 0,1 %) en agua (+TFA al 0,1 %) en 16 volimenes
de columna. Se reunieron las fracciones de producto puro, el acetonitrilo se elimind a presion reducida a 40 °C y el
20  disolvente residual se liofilizé, dando un sélido blanco. Rendimiento: 530 mg, 53 %. HPLC de fase inversa (método 2,
220 nm): >95 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para C4oHssNsO7 [M+H]*: 730,51. Encontrado: 730,34.

Via B: Sintesis utilizando un agente oxidante unido a un polimero
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IBX-poliestireno (1,13 g, 4,5 eq, 1,34 mmol, carga 1,18 mmol/g, Merck Novabiochem) se suspendié en diclorometano
anhidro (7,5 ml) y se agit6 suavemente durante 15 min a temperatura ambiente. Se afiadié sal de TFA de AE (250 mg,
295,51 ymol, Sage Chemical Co.) disuelta en diclorometano anhidro (5 ml) y la mezcla se agité suavemente a
temperatura ambiente. Después de 21 h, se observé la conversién completa del material de partida en el producto
mediante HPLC (método 2, 220 nm). La resina se elimind mediante filtracién sobre papel de filtro plegado (calidad 3
hw, Sartorius), se lavé con diclorometano y los filtrados combinados se evaporaron a sequedad bajo presion reducida
a 40 °C. El residuo oleoso se trituré con éter dietilico, formando un precipitado blanquecino que se secé a alto vacio,
produciendo un sélido espumoso de color blanquecino. Rendimiento: 171 mg, 69 %, HPLC (método 2, 220 nm) >99 %.
LRMS-ESI (m/z) calculado para CagHesNsO7 [M+H]: 730,51. Encontrado: 730,69; calculado para CaoHssNsO7 [M-H]:
728,50. Encontrado: 728,79.

Sintesis de acido 2-(2-((R)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-1-fenilpropiliden)hidrazina-
1-carbonil)-5-(6-(2, 5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanamido)bencenesulfénico (AE-Ceto-Sulf07)

VY NJ j?ﬁ(@\('ﬁ( T‘\Q

Sintesis 1: En una atmésfera de nitrégeno, Sal de TFA de AE-Ceto (200 mg, 236,96 umol) en etanol anhidro (6 ml),
seguido de la adicién de tamices moleculares (perlas de 0,3 nm, 3A). Se afiadid Squ07 (201 mg, 473,92 pmol, 2 eq)
disuelto en dimetilsulféxido anhidro (1,5 ml). La solucic’)n amarilla se agité a temperatura ambiente. Se tomaron
muestras para analisis de HPLC/LC-MS (métodos 2 y 4, 220 nm) después de 24 y 44 h. Tras la conversion (85 %
después de 44 h), la mezcla se filtré a través de un filtro de jeringa de PVDF de 0,2 um, la mayor parte del etanol se
elimin a presion reducida. Se afiadieron gota a gota 3 ml de fosfato sédico 200 mM pH 7,2 hasta que el pH de la
solucién fue ~6. La solucién (~5 ml) se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con un cartucho
SNAP Ultra C18 preempaquetado de 30 g, utilizando un gradiente escalonado del 2 % al 50 % de acetonitrilo en agua
a lo largo de 16 volimenes de columna. Las fracciones del producto se analizaron mediante HPLC (método 2, 220

m), las fracciones puras se combinaron, se eliminé el acetonitrilo a presién reducida y la solucién residual se liofilizé,
dando un sélido esponjoso blanquecino. Rendimiento: 113 mg, 42 %, punto de fusién: >105 °C. HPLC (método 2, 220
nm) >95 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para Cs;HgsNgO13 [M+H]": 1136,61. Encontrado: 1136,76; calculado para
Cs7HsaNgO13 [M-HT: 1134,59. Encontrado: 1135,09. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 11,21 (2 x s, 1H), 10,09 (2 x
s, 1H), 8,66 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,20 (2 x d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,84-7,69 (m, 2H), 7,50-7,41 (m, 1H), 7,35-7,21 (m, 5H),
6,98 (s, 2H), 4,96-4,84 (m, 1H), 4,77-4,60 (m, 1H), 4,56 (td, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H), 4,03-3,92 (m, 1H), 3,61-3,52 (m, 1H),
3,561-3,41 (m, 2H), 3,38 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,35-3,32 (m, 1H), 3,20 (m, 7H), 3,02 (2 x s, 3H), 2,61 (2 x s, 6H), 2,47-
2,37 (m, 1H), 2,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,22-2,04 (m, 3H), 2,04-1,91 (m, 1H), 1,88-1,63 (m, 3H), 1,62-1,43 (m, 7H), 1,37-
1,27 (m, 4H), 1,27-1,19 (m, 2H), 1,06 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 0,98 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 0,96-0,88 (m, 8H), 0,87-0,81 (m,
5H), 0,80-0,73 (m, 5H). RMN de '3C (101 MHz, DMSO-de) § 172,67, 172,38, 172,26, 171,47, 171,45, 171,13, 171,10,
168,76, 168,52, 166,64, 166,23, 164,82, 164,61, 156,63, 155,75, 144,76, 144,68, 140,27, 140,14, 134,46, 133,00,
131,89, 131,79, 128,78, 128,56, 128,40, 128,31, 127,66, 127,61, 127,10, 120,25, 118,66, 118,56, 116,47, 116,34,
85,45, 81,38, 77,69, 76,74, 71,91, 60,94, 60,20, 58,57, 58,16, 57,05, 55,07, 54,48, 54,39, 49,25, 48,86, 47,18, 46,24,
43,58, 43,12, 41,50, 41,44, 37,15, 36,96, 36,15, 35,01, 31,83, 31,57, 30,04, 29,94, 27,77, 26,68, 26,64, 25,76, 25,39,
25,27, 24,52, 24,50, 24,29, 23,17, 19,30, 19,28, 18,85, 18,62, 18,57, 18,48, 18,20, 17,17, 16,92, 15,58, 15,51, 15,23,
14,96, 10,43, 10,25. Nota: Algunas sefiales de RMN de 'H se dividen en dos sefales diferentes debido a la presencia
de conformadores en solucion. Por esta razon, el nimero de picos en el espectro de RMN de '3C es superior al niimero
de carbonos esperado para el AE-Ceto-Sulf07.

Sintesis 2: en un matraz de fondo redondo de 25 ml bajo nitrégeno, se disolvieron AE-Ceto (150 mg, 0,177 mmol, 1,0
eq) y Sulf07 obtenido de la via C (93 mg, 0,213 mmol, 1,2 eq) en una mezcla de EtOH anhidro (225 pl) y DMSO
anhidro (225 pl). La disolucién completa se consiguié tras 5 minutos de ultrasonidos a temperatura ambiente. Se
afladieron tamices moleculares activados y la suspensién amarilla resultante se agitd a temperatura ambiente y se
comprobd el progreso mediante analisis de HPLC. Después de 22 h, la mezcla de reaccién se transfirié a un tubo
Eppendorf de 2 ml, el vial de reaccién se lavé dos veces con 600 pl de DMSO-EtOH (1:1) y las porciones combinadas
se centrifugaron. El sélido se separé del sobrenadante. El producto se precipité mediante la adicion de 45 ul de MTBE
al sobrenadante. La suspensién blanca se centrifugé y se desech6 el sobrenadante resultante. La purificacién del
compuesto diana se realizd en un sistema Isolera One (Biotage AB, Upsala, Suecia) equipado con un cartucho esférico
AQ C18 de 20-35 um 100A de 40 g con un gradiente del 2 % al 50 % de agua/acetonitrilo. Tras la liofilizacién, se
obtuvo el compuesto del titulo en forma de un sélido blanquecino. Rendimiento 80 mg, 40 %. HPLC (método 10, 220
nm) >97 %. Analisis de RMN y LC-MS de acuerdo con lo informado anteriormente.
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Ejemplo 3

El compuesto AE-Ester-Sulf07, acido  2-(2-(1-(4-(((1S,2R)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R,5S)-4-((S)-2-((R)-2-
5 (dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-

metilpropanamido)-1-fenilpropoxi)carbonil)fenil)etiliden)hidrazina-1-carbonil)-5-(6-(2,5-dioxo-2, 5-dihidro-1H-pirrol-1-

illhexanamido)bencenosulfénico, se sintetizé como se describe a continuacidén y se muestra en el Esquema 6.

0
r-'}/u\ o :
0 OH
: : 0
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Sal de TFA de AE ;
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‘\N \\)LN N N
o ALl 6o o0
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O SOH
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f J\/\/\/ N
H O

AE-Ester-Sulfo7

10
Sintesis de 4-acetilbenzoato de (18,2R)-2-((3R)-3-((S)-1-((3R,4S,SR)-4-((8)-2-(8)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il}-3-metoxi-2-metilpropanamido)-1-
fenilpropilo (AE- Ester)
8]
" O H O (8]
\IT] N\_)LIT N NTK@
15 0 _~. 0 © o O

Sintesis de acuerdo con un procedimiento mejorado de la patente US6884869-B2

A una solucién de sal de TFA de auristatina E (1,0 g, 1,18 mmol, 1,0 eq, Levena Biopharma) y acido 4-acetilbenzoico
20 (198 mg, 1,42 mmol, 1,2 eq, Acros Organics) en diclorometano anhidro (18 ml) en presencia de tamices moleculares
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(perlas de 0,3 nm, 3 A) se afiadié 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 244 mg, 2,36 mmol, 2,0 eq, Carbolution) y N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC, 186 pl, 1,42 mmol, 1,2 eq, Sigma Aldrich). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 5 h. El progreso de la reaccién se siguié mediante HPLC (método 2, 220 nm), mostrando una conversién al
producto deseado del 81 %. Se afiadid adicionalmente DIC (155 pl, 1,18 mmol, 1,0 eq, Sigma Aldrich) y la mezcla se
dej6 en agitacién a temperatura ambiente durante 18 h, tras lo que la HPLC mostré una conversién de la reaccién del
98 % al producto deseado. Durante la sintesis de diferentes lotes del compuesto, se ha observado que cuando se
utiliza DIC nuevo de una botella recién abierta, no hay necesidad de la segunda adicién. Los tamices moleculares y el
precipitado fino formado, un subproducto DIC, se filtraron a través de papel de filtro plegado (calidad 3 hw, Sartorius)
y la solucién amarilla transparente resultante se lavé una vez con HCI (0,1 M, 15 ml). La capa acuosa se volvib a
extraer una vez con diclorometano (15 ml), luego la capa orgénica se combing, se lavé una vez con salmuera (15 ml)
y se sec) sobre sulfato de sodio. La solucién se concentré a presién reducida a 40 °C, dando un aceite amarillo, que
luego se disolvid en una cantidad minima de diclorometano (5 ml). Se afiadié un exceso de éter dietilico (50 ml) para
producir un sélido blanco. La mezcla se dejé a 2-4 °C durante 30 min y luego el sélido se separd por centrifugacion.
El procedimiento de precipitacion se repiti6 tres veces y el polvo blanco se sec6 a presion reducida. Rendimiento: 706
mg, 68 % de rendimiento. Pureza segln la HPLC (método 2, 220 nm) 98 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para
CagoH75FNsOg [M+H]*: 879,20. Encontrado: 878,70.

Sintesis de acido 2-(2-(1-(4-(((18,2R)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R ,5S)-4~((S)-2~((R)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il}-3-metoxi-2-metilpropanamido)-1-
fenlIpropOX|)carbon|I)fen|I)et|I|den)h|draZ|na 1-carbonil)-5-(6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
illhexanamido)bencenosulfénico (AE- Ester-Squ07)

O  SO3H

Q,
O
O

/N""

TR INE ol

Se afiadié una solucién de Sulf07 (164 mg, 0,31 mmol, 1,1 eq) en dimetilsulféxido anhidro (2 ml) a una solucién de
AE-éster (243 mg, 0,28 mmol, 1,0 eq) en etanol anhldro (8 ml) en presencia de tamices moleculares (perlas de 0,3
nm, 3 A). Se afiadié écido para—toluensulfc’)nico (10,5 mg, 0,05 mmol, 0,2 eq) para catalizar la reaccidn, y esta se agitc’)
a temperatura ambiente. También podria usarse TFA en lugar de acido para-toluensulfénico. La reaccién se controld
mediante HPLC (método 2, 220 nm), mostrando una conversién completa después de 15 h. Los tamices moleculares
y el precipitado fino formado se separaron de la solucién de reaccién mediante filtracién a través de papel de filtro
plegado (calidad 3 hw, Sartorius). La solucién se precipité con una cantidad excesiva de terc-butiléter de metilo (60
ml) y la mezcla se dej6 a 2-4 °C durante 30 min. A continuacién, se separé el precipitado mediante centrifugacién para
conseguir un sélido pegajoso de color amarillo. El sélido pegajoso de color amarillo se disolvié en
metanol/diclorometano 3/7 (10 ml) y la solucién se inyectd en un sistema de purificacion ultrarrdpida, con un cartucho
SNAP Ultra de 25 g preenvasado. La purificacidén se llevé a cabo en fase normal utilizando un gradiente escalonado,
desde el 100 % de diclorometano hasta el 60 % de diclorometano/40 % de metanol en 17 volimenes de columna. Los
tubos que contenian el producto se combinaron y secaron a alto vacio. Rendimiento: 162 mg, 45 % de rendimiento.
Pureza por RP-HPLC (método 2, 220 nm) 96 %. LRMS-ESI (m/z) calculado para CgsHgsNeO15S [M+H]": 1285,58.
Encontrado: 1284,20. RMN-"H (400 MHz, DMSO-de) & 12,24 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 10,21 (s, 1H), 9,20 (2 x s a, 1H), 8,32-
7,90 (m, 8H), 7,74-7,71 (dd, J = 8,5, 2,7 Hz, 1H), 7,41-7,27 (m, 5H), 7,00 (s, 2H), 6,13-6,02 (2 x d, J = 5,0 Hz, 1H),
4,80-4,51 (m, 2H), 4,41-4,23 (m, 1H), 4,09-3,55 (m, 3H), 3,54-3,37 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 3,27-3,17 (m, 8H), 3,00 (s, 2H),
2,88-2,63 (m, 5H), 2,37-2,30 (m, 6H), 2,22-1,80 (m, 4H), 1,75-1,48 (m, 7H), 1,42-1,22 (m, 6H), 1,18-1,11 (m, 3H), 1,10-
1,04 (m, 3H), 1,00-0,74 (m, 20H). RMN de '*C (101 MHz, DMSO) & 172,93, 172,65, 171,44, 170,94, 168,61, 168,49,
164,59, 164,52, 164,24, 164,16, 149,20, 144,83, 143,05, 142,96, 140,71, 137,97, 137,78, 134,30, 132,25, 129,43,
129,38, 129,31, 129,21, 128,39, 128,31, 126,49, 126,44, 126,35, 125,72, 118,77, 116,77, 85,20, 81,26, 77,65, 77,04,
76,84, 60,82, 60,12, 58,59, 58,03, 57,01, 48,35, 47,76, 47,15, 46,03, 43,60, 42,99, 36,89, 36,11, 31,64, 29,89, 29,73,
27,70, 26,56, 25,70, 25,33, 25,04, 24,42, 24,04, 23,03, 19,16, 18,63, 18,44, 18,37, 15,50, 15,47, 15,29, 15,14, 13,88,
13,84, 10,19, 10,04. Nota: Algunas sefiales de RMN de 'H se dividen en dos sefales diferentes debido a la presencia
de conformadores en solucion. Por esta razon, el nimero de picos en el espectro de RMN de '3C es superior al niimero
de carbonos esperado para el AE-Ester-Sulf07.

Liberaciéon dependiente del pH de los conjugados de albimina sérica humana de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-
Sulf07 apH 7,4y pH 4,1 (Figuras 11 y 12)

Los derivados de auristatina-Sulf07 que se unen a la albumina se prepararon como soluciones madre 2 mM en DMSO
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anhidro.

Liberacién a pH 7,4: se afiadieron 442,4 yl de 1000 UM de albumina sérica humana reducida (881 uM de cisteina-34
libre) y 727,6 pul de tampén de PBS (fosfato sédico 4 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM) a un vial de HPLC sellado y se
incubaron a 37 °C durante 30 minutos. Después de 30 minutos de incubacién, se afiadieron 130 pl de la solucidén
madre de farmaco DMSO apropiada al vial preincubado para producir una solucién 200 uM de farmaco de auristatina
y una solucién 300 uM de albdmina (cisteina-34 libre). La mezcla se dej6 reaccionar durante 10 minutos a 37 °C y
luego se analiz6 mediante HPLC (método 7, inyeccién de 20 pl). Las inyecciones se repitieron después de 1 hora y
luego cada hora hasta 24 horas.

Liberacién a pH 4,1: se afiadieron 408,5 pl de 1000 pM de albumina sérica humana reducida (881 uM de cisteina-34
libre) y 539,4 ul de agua a un vial de HPLC sellado y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos. En un vial separado,
se incubaron 190 pl de tampén de acetato de sodio 50 mM, pH 3,0 y 24,7 ul de HCI 1 M a 37 °C durante 30 minutos.
Después de 30 minutos de incubacién, se afiadieron 120 ul de la solucién madre de farmaco de DMSO adecuada al
vial preincubado para producir el conjugado de farmaco de albumina. Después de 10 minutos de incubacién, se
afladieron 132 pl de la solucién tampén de acetato de sodio para producir una solucién 200 uM de derivado del farmaco
de auristatina y una solucién 300 uM de albimina (cisteina-34 libre). La solucién resultante se analizé directamente
mediante HPLC (método 7). La inyeccién del vial se repitié después de 1 hora y luego cada hora hasta 24 horas.

El porcentaje de farmaco libre liberado se determiné mediante HPLC con una curva de calibracién (200 pM, 100 uM,
50 uM, 25 uM y 12,5 uM) para los farmacos libres, es decir, AE-Ceto para AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester para AE-Ester-
Sulf07. Las squC|ones madre de farmaco se prepararon usando DMSO como disolvente y se diluyeron 10 veces con
tampén de fosfato (fosfato de sodio 4 mM, pH 7,4 y NaCl 150 mM) antes del anélisis por HPLC. Los célculos de
liberacién de farmacos se basaron en el ABC: para AE-Ceto a 254 nm y AE-Ester a 310 nm (méximos UV locales). El
porcentaje de AE-Ester liberado fue mayor que el porcentaje de AE-Ceto liberado al cambiar el pH de 7,4 a 4,1 (se
pueden comparar las Figuras 11y 12).

Estabilidad de reconstitucién de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ceto-EMCH (Figura 1)

Los derivados del farmaco de AE-Ceto que se unen a la albumina se reconstituyeron en tampén de fosfato de sodio
50 mM, pH 7,6, que contenia 5 % de sacarosa (p/v) y 2 % de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (2-HPBCD). Ambos
farmacos se reconstituyeron a una concentracién de 1277 uM (igual a 4,5 mg/kg de dosis de xenoinjerto murino), la
disolucién de ambos farmacos se confirmé mediante HPLC (método 2, 254 nm). La estabilidad de los farmacos
reconstituidos se controlé mediante HPLC a temperatura ambiente cada 15 minutos durante un periodo de 240 minutos
para determinar la hidrélisis de maleimida y la pérdida de p.a. AE-Ceto-Sulf07 fue mas estable que AE-Ceto-EMCH
(véase la Figura 1).

Estabilidad de reconstitucién de AE-Ester-Sulf07 y AE-Ester-EMCH (Figura 2)

Los derivados del AE-Ester que se unen a la alblimina se reconstituyeron en tampén de fosfato de sodio 50 mM, pH

6, que contenia 5 % de sacarosa (p/v) y 4 % de 2-HPBCD. Ambos farmacos se reconstituyeron a una concentracion
de 655 uM (igual a 2,4 mg/kg de dosis de xenoinjerto murino), la disolucién de ambos farmacos se confirmé mediante
HPLC (método 2, 310 nm). La estabilidad de los farmacos reconstituidos se controlé mediante HPLC a temperatura
ambiente cada 15 minutos durante un periodo de 240 minutos para determinar la hidrélisis de maleimida y la pérdida
de p.a. AE-Ester-Sulf07 fue més estable que AE-Ester-EMCH (véase la Figura 2).

Cinética de unién de derivados de auristatina-Sulf07 en plasma humano, plasma de rata y plasma murino CD1
(Figuras 5-10).

El plasma murino CD1 y el plasma de rata Sprague Dawley se retiraron de la conservacién a -80 °C y se dejé que
alcanzaran la temperatura ambiente. El plasma descongelado se centrifugé a 13,6 krpm durante 60 segundos, el
sobrenadante se filtré a través de una aguja de filtro (5 pm) y posteriormente a través de una membrana de CA de
0,45 pm.

Se tomé sangre completa de un voluntario humano sano (tubo de recolecciéon de EDTA), el plasma se separd de los
glébulos rojos centrifugédndolo durante 3 minutos a 3000 rpm. A continuacién,el plasma se utilizé directamente, en las
2 horas siguientes a la donacién de sangre. Se utilizaron 360 pl del plasma apropiado para cada experimento de unién.

Todos los experimentos de unién se llevaron a cabo por triplicado. El plasma se incub6 a 37 °C usando un Eppendorf
Thermomixer C. Después de 30 minutos de incubacion, se disolvieron 40 pl del derivado de auristatina-Sulf07 que se
une a la albumina apropiado en su solucidén de reconstitucion y se afiadieron al plasma. Se tomaron muestras (40 pl)
después de 15 segundos, 2 minutos, 4 minutos, 8 minutos y 15 minutos (5 muestras).

Las muestras se afiadieron inmediatamente a 160 pl de acetonitrilo (que contenia 4 pg/ml de MMAE como patrén
interno) y se agitaron durante 1 minuto.
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Las soluciones se pipetearon en una placa de precipitacién de plasma Impact (agitada durante 60 segundos) y se
filtraron al vacio en una placa de 96 pocillos. El farmaco restante se determiné mediante cuantificacién de LCMS
(método 5, inyeccién de 30 pl) usando el modo negativo (control de varias reacciones mdltiples) MRM MS2. lones
precursores: auristatina F (Masa-744,8), AE-Ceto-Sulf07 (Masa-1135,1) y AE-Ester-Sulf07 (Masa-1283,2). El
porcentaje de unién se determiné comparando el ABC de AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 con las curvas de
calibracién generadas por LCMS para cada compuesto.

Procedimiento: Especificidad de unién de los derivados de auristatina-Sulf07 con la cisteina-34 de la albimina
sérica humana (Figuras 3-4).

Los derivados de auristatina-Sulf07 que se unen a la albumina se reconstituyeron en tampén de fosfato de sodio 50
mM, pH 7,6 y sacarosa al 5 % que contenia 2-HPBCD. Se utilizé una concentracién de HPBCD del 2 % para reconstituir
AE-Ceto-Sulf07 y 4 % para reconstituir AE-Ester-Sulf07 respectivamente. Ambos farmacos se reconstituyeron a una
concentracién de 1 mg/ml (AE-Ester-Sulf07 780 uM, AE-Ceto-Sulf07 880 pM).

El plasma humano se retir6 del almacenamiento a -80 °C y se dejé que alcanzara la temperatura ambiente. El plasma
descongelado se centrifug6 a 13,6 krpm durante 60 segundos, el sobrenadante se filtré a través de la aguja de filtro
(5 pm) y posteriormente a través de una membrana de CA de 0,45 pm. Se utilizaron 180 pl del plasma apropiado para
cada experimento de unién. El plasma se incubd a 37 °C usando un Eppendorf Thermomixer C. Después de 30
minutos de incubacién, se afladieron 20 pl del derivado de auristatina-Sulf07 que se une a la albumina apropiado. Se
dejé que el farmaco de unién a la albumina reaccionara en el plasma durante 5 minutos a 37 °C. Después de 5 minutos,
la solucidén se analizé directamente mediante cromatografia HPLC de interaccién hidréfoba (HIC, método 6, 250 nm)
para confirmar la conjugacién especifica del sitio con albumina y la formacién del conjugado de farmaco de albumina.

Degradacién acelerada de formulaciones de auristatina liofilizada: comparacién de la estabilidad de EMCH y
Sulfo7 (Figuras 24-25).

Se disolvieron los p.a. en el tampén de liofilizacién que contenia 2-HPBCD, citrato de sodio 10 mM a pH 6,2, 50 % de
alcohol terc-butilico (v/v)). Para los derivados de AE-Ceto, se emple6 2-HPBCD al 2 % (p/v) para disolver los p.a. de
AE-Ceto a una concentracion de 1,27 mM: para los derivados de AE-Ester se utilizé 2-HPBCD al 4 % (p/v) para disolver
los p.a. a una concentracién de 1,05 mM. Los p.a. disueltos se filtraron de forma estéril utilizando un filtro de jeringa
Acrodisc Fluorodyne Il (0,2 um). Las soluciones estériles se pipetearon en viales de liofilizacién que luego se sellaron
parcialmente con un tap6n de caucho. Posteriormente, los viales se colocaron en el liofilizador para su liofilizacién.
Los viales se congelaron en el estante del liofilizador a -40 °C durante 2 horas, después de 2 horas se inicié el secado
principal. El secado principal se realizé durante 26 horas, pardmetros: temperatura del estante -20 °C, vacio 0,48 Pa
(0,0048 mbar). Después del secado principal, ee inicié el secado final. El secado final se realizd durante 16 horas,
parametros: temperatura del estante 20 °C, vacio 0,47 Pa (0,0047 mbar). Una vez completado el secado final, los
viales se sellaron al vacio.

Los viales sellados se incubaron a 55 °C utilizando un Eppendorf Thermomixer C con una insercién de placa
(Smartblock) y tapa. En los momentos elegidos (t: 0, 46, 94, 166 y 264 horas) las muestras se retiraron y se disolvieron
en DMSO anhidro. La estabilidad de los p.a. se determiné mediante HPLC (método 8, 254 nm para derivados de AE-
Ceto, 310 nm para derivados de AE-Ester). El porcentaje de hidrélisis de maleimida en cada momento se determiné
en comparacion con el ABC para cada p.a. en el momento 0. AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07 fueron méas estables
que los respectivos derivados de EMCH AE-Ceto-EMCH y AE-Ester-EMCH (véanse las Figura 24 y Figura 25).

Ejemplo 4

Procedimiento general para la evaluacién de auristatina E, AE-Ceto y AE-Ester contra un grupo de estirpes
celulares tumorales

Determinacién de la Clso

Las muestras se proporcionaron a Charles River Discovery Research Services Germany GmbH como soluciones
madre congeladas en DMSO de calidad farmacéutica (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Alemania). Cada dia del
experimento, se descongeld una alicuota congelada de solucién madre. Las diluciones en serie posteriores se
realizaron con medio de cultivo celular RPMI 1640 completo utilizando una placa de dilucién intermedia. A
continuacién, se transfirieron 10 pl tomados de la placa de dilucién intermedia a 140 pl/pocillo de la placa de cultivo
celular. Las células se trataron con los compuestos de prueba en 10 concentraciones por triplicado en etapas
semilogaritmicas de 0,003 nM a 100 nM durante un periodo de 96 h.

Los compuestos se probaron en un grupo de 6 estirpes celulares de cancer humano seleccionadas utilizando el ensayo
de viabilidad celular CellTiter-Blue.® (Promega, Mannheim, Alemania). Los valores de Cl se informan como valores de
Clso absolutos, obtenidos para un compuesto de prueba como la media geométrica de los valores de Clsg en todas las
estirpes celulares analizadas.
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Las estirpes celulares utilizadas fueron LXFL 1674L (establecida a partir de xenoinjerto derivado de pacientes en
Charles River Discovery Research Services Germany GmbH), SW-620 (amablemente proporcionada por el NCI,
Bethesda, MD, Estados Unidos), CAL-27 (adquirida en DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Alemania), RKO, MDA-MB-468 y SK-OV-3 (de ATCC, Coleccién Americana de Cultivos
Tipo, Rockville, Maryland, EE. UU.). La autenticidad de todas las estirpes celulares se demostré6 en DSMZ mediante
analisis STR (repeticién corta en tandem), una metodologia de toma de huellas de ADN basada en PCR. Las estirpes
celulares se pasaron rutinariamente una o dos veces a la semana y se mantuvieron en cultivo durante hasta 20 pases.
Las células se cultivaron a 37 °C en una atmésfera humidificada con 5 % de CO; en medio RPMI 1640 (HEPES 25
mM, con L-glutamina, Biochrom, Berlin, Alemania) complementado con suero de ternero fetal al 10 % (v/v) (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Alemania) y gentamicina 0,1 mg/ml (Life Technologies, Karlsruhe, Alemania). El ensayo de
viabilidad celular CellTiter-Azul® se utilizé segln las instrucciones del fabricante. En sintesis, se recogieron células de
cultivos en fase exponencial, se contaron y se sembraron en placas de microtitulacién de fondo plano de 96 pocillos a
una densidad celular de 4000 a 10.000 células/pocillo dependiendo de la velocidad de crecimiento de la estirpe celular.
Después de un periodo de recuperacion de 24 h para permitir que las células reanudaran el crecimiento exponencial,
se afladieron 10 Ul de medio de cultivo (seis pocillos/placa de control) o de medio de cultivo con el compuesto de
ensayo. Los compuestos se aplicaron a 10 concentraciones por triplicado en incrementos de medio logaritmo hasta
100 nM y las células se trataron continuamente durante 96 h. Después de cuatro dias de tratamiento de las células,
se afadieron 20 pl/pocillo de reactivo CellTiter-Blue®. Después de un periodo de incubacion de hasta 4 h, la
fluorescencia (FU) se midié utilizando el lector de placas multimodo Enspire (A de excitacién = 531 nm, A de emisidn
=615 nm). Los valores de Clsg se determinaron con el software bioanalitico GraphPad Prism (San Diego, CA, EE. UU.).

Se observaron actividades dependientes de la concentraciéon con curvas sigmoideas de concentracién-efecto en las
seis estirpes celulares tumorales analizadas. La media geométrica de los valores de Clsg fueron 259 + 0,11 pM para
AE-Ceto y 399 + 0,19 pM para AE-Ester. En comparacién con los farmacos altamente potentes MMAE (171 % 0,10
pM) y AE (130 = 0,05 pM), los derivados de AE-Ceto y AE-Ester tienen una citotoxicidad similar en el intervalo
picomolar.

Ejemplo 5

Procedimiento general para la evaluacién de auristatina E y los derivados de auristatina E que se unen ala
albimina en modelos de xenoinjerto tumoral derivados de pacientes.

Ratones atimicos hembra inmunodeficientes NMRI, de Charles River Discovery Research Services Alemania GmbH,
recibieron implantes tumorales unilaterales por via subcutanea en el costado izquierdo mientras estaban bajo
anestesia con isoflurano con tumores de origen humano, hasta que los tumores fueron palpables y alcanzaron el
volumen deseado.

Los animales fueron mantenidos en jaulas, la temperatura dentro de las jaulas se mantuvo a 25 + 1 °C con una
humedad relativa del 45 al 65 % y una tasa de renovacién de aire de 60 veces por hora. Los ratones se mantuvieron
bajo un ciclo de luz artificial de 14 horas de luz/10 horas de oscuridad. Los animales fueron alimentados con pienso
extrusionado Teklad Global con 19 % de proteina esterilizado en autoclave (T.2019S.12) de Envigo RMS SART, y
tuvieron acceso a agua del grifo estéril filtrada y acidificada (pH 2,5) que se cambiaba dos veces a la semana. Se les
proporciond alimento y agua a voluntad. Antes del tratamiento, los animales se aleatorizaron (7-8 ratones por grupo)
considerando una mediana y una media comparables del volumen del tumor del grupo. Los animales fueron
controlados rutinariamente dos veces al dia los dias laborables y diariamente los sabados y domingos. Comenzando
el dia 0, los animales se pesaron dos veces a la semana. Los pesos corporales relativos (PCR) de los animales
individuales se calcularon dividiendo el peso corporal absoluto individual el dia X (PCx) entre el peso corporal individual
el dia de la aleatorizacién multiplicado por 100 %. El volumen del tumor se determin6é mediante una medicién
bidimensional con calibradores el dia de la aleatorizacién (dia 0) y luego dos veces a la semana. Los volimenes de
los tumores se calcularon segun la siguiente ecuacion:

Volumen tumoral [mm?®] = | [mm] x a® [mm?] x 0,5, donde "I" es la longitud y "a" es el ancho del tumor. El volumen
relativo de un tumor individual en el dia X (VTRx) se calculé dividiendo el volumen individual absoluto del tumor [mm?®]
del tumor respectivo el dia X (Tx) entre el volumen tumoral individual absoluto del mismo tumor el dia de la
aleatorizacién multiplicado por 100 %. Se aplicaron horarios en la medida que lo permitieran las politicas de bienestar
animal. El sacrificio de cada uno de los retones se llevé a cabo cuando alcanzaron un volumen de tumor >2000 mm?3
(unilateral). Para la evaluaciéon de la significacién estadistica de la eficacia antitumoral, se realizé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis seguida del método de Dunn para comparaciones por pares, mediante el cual se
compararon los VTR individuales de los grupos de prueba y de control en los dias en los que se alcanzaron los valores
minimos de T/C en los grupos de prueba, donde T/C [%] = (mediana de VTRx del grupo tratado/mediana de VTRx en
el grupo de control) x 100. El analisis estadistico solo se llev6 a cabo si al menos el 50 % de los animales inicialmente
aleatorizados en un grupo relevante todavia estaban vivos. Las comparaciones entre los grupos de prueba se llevaron
a cabo durante los mismos dias. Por convencion, los valores de p< 0,05 indican la significaciéon de la inhibicion tumoral.
Los célculos estadisticos se realizaron utilizando el soffware bioanalitico GraphPad Prism (San Diego, California, EE.
UU., www.graphpad.com).
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Procedimiento general para la evaluacién de auristatina E y los derivados de auristatina E que se unen ala
albimina en estudios de busqueda de dosis y en modelos de xenoinjerto tumoral derivado de estirpes
celulares.

Ratones atimicos hembra inmunodeficientes NMRI, de Janvier, Francia, recibieron 5x108-107 células cancerosas
cultivadas en tampén/Matrigel (1:1) inoculadas por via subcutéanea, hasta que los tumores fueron palpables y
alcanzaron el volumen deseado (para estudios de xenoinjerto).

Los animales se mantuvieron en jaulas (malla de alambre Macrolon Tipo IlI) con una temperatura mantenida a 22 +
1 °C, una humedad relativa de 50 + 10 % y una tasa de renovacién de aire de 60 veces por hora. Los ratones se
mantuvieron bajo un ciclo de luz artificial de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad. Los animales fueron alimentados
con Ssniff NM esterilizado en autoclave (Soest, Alemania) y tuvieron acceso a agua del grifo estéril filtrada y acidificada
(pH 4,0) que se cambié dos veces a la semana. Se les proporcioné alimento y agua a voluntad. Antes del tratamiento,
los animales se aleatorizaron (3-4 ratones por grupo en estudios de busqueda de dosis y 7-8 ratones por grupo en
estudios de xenoinjerto) considerando una mediana y una media equiparables del volumen del tumor del grupo. La
salud de los animales se examiné al inicio del experimento y dos veces al dia durante el experimento. Identificacién
utilizada: marcaje en las orejas y etiquetas de jaula. Comenzando el dia 0, los animales se pesaron dos o tres veces
a la semana y se relacioné el peso corporal medio por grupo con el valor inicial en porcentaje para calcular el cambio
de peso corporal (CPC). Los didmetros de los tumores se determinaron mediante una medicién bidimensional con un
calibrador el dia de la aleatorizacion (dia 0) y luego dos o tres veces a la semana. Los volimenes de los tumores se
calcularon segun la siguiente ecuacion:

Volumen tumoral [mm?®] = | [mm] x a® [mm?] x 0,5, donde "I" es la longitud y "a" es el ancho del tumor. El volumen
relativo de un tumor individual en el dia X (VTRx) se calculé dividiendo el volumen individual absoluto del tumor [mm?®]
del tumor respectivo el dia X (Tx) entre el volumen tumoral individual absoluto del mismo tumor el dia de la
aleatorizacién multiplicado por 100 %. Se aplicaron horarios en la medida que lo permitieran las politicas de bienestar
animal. El sacrificio de cada uno de los ratones se llevé a cabo con un volumen de tumor >1500 mm?® (unilateral) o
cuando se observé ulceracién. La comparacidn estadistica se realizé con la prueba U de Mann-Whitney.

Estudios de busqueda de la dosis de auristatina E y los derivados de auristatina E que se unen a la albimina
AE-Ceto-Sulf07 y AE-Ester-Sulf07.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 3 ratones por grupo, 26 g de peso promedio el dia de la aleatorizacién: dosis de 0,3, 0,6 0 1,2 mg/kg de sal de
TFA de auristatina E (eq de AE) administrada una vez a la semana durante 4 semanas los dias 0, 6, 13, 20 = 0,35-
1,41 mg/kg = 7,1-28,3 ug/20 g de ratén. Preparacidon de la muestra: 8,5 mg pesados en un vial de 50 ml disueltos
en 30,0 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 25/75, sacarosa al 5 % - pH 7,0; se dividieron alicuotas
de 0,2-0,8 ml en viales de 2 ml dependiendo de la dosis final deseada. Los viales se congelaron durante 1 h a -
40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 0,8 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 3 ratones por grupo, 26 g de peso promedio el dia de la aleatorizacidén: 1,2 y 2,4 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq
de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas = 1,94-3,87 mg/kg = 38,7 y 77,4 ug/20 g de ratén.
Preparacidén de la muestra: 11,0 mg pesados en un vial de 30 ml disueltos en 14,2 ml terc-butanoltampén de
fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH 7,0; se dividieron alicuotas de 0,4-0,8 ml en viales de 2 ml
dependiendo de la dosis final deseada. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C
durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con 0,8 ml de
tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

3) 3 ratones por grupo, 26 g de peso promedio el dia de la aleatorizacién: 1,2, 1,6 o0 2,0 mg/kg de AE-Ester-Sulf07
(eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas en el dia = 2,18-3,64 mg/kg = 43,7-72,8 ug/20
g de ratén. Preparaciéon de la muestra: 19,2 mg pesados en un vial de 30 ml disueltos en 26,3 ml terc-
butanol/tampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH 7,0; se dividieron alicuotas de 0,48-0,8 ml
en viales de 2 ml dependiendo de la dosis final deseada. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 0,8 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 5 % de Tween 80 - pH 7,6.

4) 4 ratones por grupo, 23 g de peso promedio el dia de la aleatorizacién: 2,0, 2,2 y 2,4 mg/kg de AE-Ester-Sulf07
(eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas en el dia = 3,64-4,37 mg/kg = 72,8-87,3 ug/20
g de ratén y 4,0, 4,4, y 4,8 mg/ kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados una vez a la semana durante 4
semanas los dias 0, 7, 14, 21 = 7,28-8,73 mg/kg = 145,6-174,7 ug/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 56,0
mg pesados en un vial de 50 ml disueltos en 32,0 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5% - pH 7,0; se dividieron alicuotas de 0,33-0,8 ml en viales de 2 ml dependiendo de la dosis final
deseada. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon.
El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con 0,8 ml de tampén de fosfato de sodio 50
mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.
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Las dosis de 1,2 y 0,6 mg/kg de auristatina E mostraron una alta toxicidad y ningln animal sobrevividé después de la
primera y segunda inyeccién respectivamente. La dosis de 0,3 mg/kg fue bien tolerada. En estudios posteriores se
encontré que la AE fue tolerada a 0,3 mg/kg inyectados quincenalmente durante cuatro semanas (un total de ocho
inyecciones) y, por lo tanto, esta dosis se utilizé en estudios de xenoinjertos como la dosis maxima tolerada (DMT).

Todas las dosis probadas de AE-Ceto-Sulf07 inyectadas ocho veces en un horario quincenal fueron bien toleradas.
En estudios posteriores de xenoinjertos, la dosis de este farmaco se aumentd hasta 6,5 mg/kg con la misma pauta
posolégica, provocando con esta dosis més alta pérdida de peso corporal en un ratén y mala salud general en un
segundo ratén, y el tratamiento tuvo que suspenderse después de cinco inyecciones en lugar de ocho como estaba
previsto. Por lo tanto, dicha dosis se consideré superior a la DMT y se selecciond 4,5 mg/kg como la dosis segura.

AE-Ester-Sulf07 se probé inicialmente con dosis de hasta 2,0 mg/kg dos veces a la semana durante cuatro semanas
sin signos evidentes de toxicidad. Debido a que posteriormente se observé irritacion de la piel en estudios de
xenoinjertos, se repitié un segundo estudio de blsqueda de dosis con 2,0, 2,2 y 2,4 mg/kg administrados dos veces a
la semana durante cuatro semanas y se compard con las respectivas dosis duplicadas de 4,0, 4,4 y 4,8 mg/kg
inyectadas solo una vez a la semana. No se observd ninglin cambio en el peso corporal, pero la irritacién de la piel
aparecié después de 9-14 dias en todos los grupos. Se observé irritacién cutdnea mas precoz y mas frecuente con
dosis mas altas. El efecto secundario parecié ser reversible, ya que las irritaciones comenzaron a curarse una vez
finalizado el tratamiento. El grupo tratado con 4,0 mg/kg una vez a la semana mostré el efecto secundario mas bajo,
mientras que no se observaron diferencias significativas entre los otros grupos.

Criterios de evaluacién de la auristatina E y los derivados de auristatina E que se unen a la albimina en
modelos de xenoinjerto tumoral

La eficacia de cada farmaco se determiné en funcién de la reduccién del volumen del tumor (% del volumen del tumor
en el dia seleccionado en comparacién con el dia 0): remisién completa <10 %; remisién parcial >10-50 %; remisién
menor >50-75 %; enfermedad estable >75-125 %; enfermedad progresiva >125 % en comparacién con el volumen
tumoral inicial.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de cancer de melanoma maligno humano A375: tumores pequeiios (Figura 13).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albumina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de céancer de melanoma maligno humano A375 se llevd a cabo como se describe en el procedimiento general para
modelos de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 7 ratones, 29 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 135 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
3 semanas los dias 0, 6, 9, 13, 16, 19 = 0,35 mg/kg = 7,1 pg/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 2 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanol/tampén de fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5% - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 137 mm® el dia de la
aleatorizacion: 3,0 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 3 semanas
los dias 0, 6, 9, 13, 16, 19 = 5,32 mg/kg = 106,3 pg/20 g de ratdn. Preparacidn de la muestra: 19,2 mg pesados en
un vial de 30 ml disueltos en 19,0 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH
7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40°C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de melanoma A 375 mostrd una eficacia antitumoral
estadisticamente significativa del compuesto AE-Ceto-Sulf07 a 3,0 mg/kg frente a una dosis de 0,3 mg/kg de
auristatina E, ambos se inyectaron seis veces dos veces a la semana (p <0,01 desde el dia 27 al dia 37). Los ratones
tratados con auristatina E alcanzaron un estado de enfermedad estable hasta el dia 21, tras lo que el tumor comenzd
a crecer nuevamente. Por el contrario, los ratones del grupo tratado con AE-Ceto-Sulf07 lograron una regresion
tumoral a largo plazo, mostrando remisién completa desde el dia 19 hasta el final del estudio el dia 37 (volumen final
del tumor de 1 mm?®).

Los ratones del grupo tratado con AE-Ceto-Sulf07 solo tuvieron una ligera reduccién en el crecimiento del peso
corporal en comparacién con el control, pero no se observaron efectos secundarios detectables.
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Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de cancer de melanoma maligno humano A375: tumores grandes (Figura 14).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albumina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de céancer de melanoma maligno humano A375 se llevd a cabo como se describe en el procedimiento general para
modelos de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 7 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 310 mm?® el dia de la
aleatorizacidn: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
3 semanas los dias 1, 6, 9, 13, 16 = 0,35 mg/kg = 7,1 pg/20 g de ratdn. Preparacion de la muestra: 2 mg pesados
en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanol/tampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % -
pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 ha -40 °C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 331 mm® el dia de la
aleatorizacion: 6,5 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 3 semanas
los dias 1, 6, 9, 13, 16 = 11,52 mg/kg = 230,4 ug/20 g de raton. Preparacion de la muestra: 28,0 mg pesados en
un vial de 30 ml disueltos en 12,2 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH
7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40°C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.

La eficacia antitumoral del compuesto AE-Ceto-Sulf07 también se probé en ratones con tumores de melanoma maligno
A375 de mayor tamafio (~320 mm?), para demostrar que la eficacia del farmaco no se limita a tumores pequefios. Los
ratones tratados con AE-Ceto-Sulf07 a 6,5 mg/kg mostraron una mejora estadisticamente significativa en el efecto
antitumoral en comparacién con el grupo tratado con auristatina E a una dosis de 0,3 mg/kg, ambos se inyectaron
cinco veces dos veces a la semana (p <0,01 desde el dia 9 hasta el dia 33). La auristatin E mostré una enfermedad
inicial estable hasta el dia 14 para luego crecer de manera constante, mientras que los ratones del grupo tratado con
AE-Ceto-Sulf07 registraron una remisién completa desde el dia 19 hasta el final del estudio el dia 37, alcanzando el
volumen tumoral minimo de 1 mm? el dia 28 (12 dias después del lltimo tratamiento) y ~14 mm? al final del estudio,
lo que da lugar a un efecto a largo plazo a pesar de la mediana del volumen tumoral inicial relativamente grande.

AE-Ceto-Sulf07 provocéd una pérdida de peso corporal transitoria (se alcanzé el 13 % el dia 21) y dos ratones tuvieron
que ser sacrificados por malas condiciones generales.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737 -tumores pequeiios (Figura 15).

La evaluacion de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general
para modelos de xenoinjerto derivados de pacientes.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 137 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
4 semanas los dias 0, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 2
mg pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 26 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 128 mm® el dia de la
aleatorizacion: 4,5 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 0O, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 = 7,98 mg/kg = 159,5 pg/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 38 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 23,8 ml terc-butanol/tampén de fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5% - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de 2-hidroxipropil--ciclodextrina 2-HPBCD - pH
7,6.

3) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 130 mm® el dia de la
aleatorizacion: 4,5 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
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los dias 0O, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 = 7,98 mg/kg = 159,5 pg/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 38 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 23,8 ml terc-butanoltampén de citrato sédico 10 mM a 50/50, 5 % de
sacarosa - pH 6; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a-40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFE737 mostrd una eficacia antitumoral
superior del compuesto AE-Ceto-Sulf07 a 4,5 mg/kg (tanto en tampones Tween 80 como 2-HPBCD) frente a la
auristatina E a 0,3 mg/kg administrados 8 veces dos veces a la semana con significacién estadistica (p <0,01 en los
dias 56 y 63). Los tumores en el grupo tratado con auristatina E permanecieron solo temporalmente en un estado de
enfermedad estable (del dia 21 al dia 42) y crecieron significativamente después del final del tratamiento. Por el
contrario, los ratones tratados con AE-Ceto-Sulf07 alcanzaron la remisién completa del tumor el dia 28, 3 dias después
del final del tratamiento, reduciendo el volumen del tumor a un nivel inmensurable hasta el final del estudio el dia 74
(independientemente del tampén utilizado), dando lugar a un efecto antitumoral a largo plazo.

El cambio de peso corporal frente al control mostré un aumento parcial de la toxicidad en el grupo tratado con AE-
Ceto-Sulf07. El dia 32 se registré una pérdida maxima de peso corporal (-7 %) sin otros signos de toxicidad en el caso
del 2-HPRCD, mientras que dos ratones tuvieron que ser sacrificados por malas condiciones generales cuando se
administré el farmaco en Tween 80.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737- tumores grandes (Figura 16).

La evaluacion de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general
para modelos de xenoinjerto derivados de pacientes.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 8 ratones, 26 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 324 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
4 semanas los dias 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22, 26 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 3
mg pesados en un vial de 100 ml disueltos en 43,3 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 2,4 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 2,4 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 8 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 342 mm® el dia de la
aleatorizacion: 4,5 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22, 26 = 6,99 mg/kg = 139,7 pg/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 51 mg
pesados en un vial de 100 ml disueltos en 36,5 ml terc-butanol/tampén de citrato sédico 10 mM a 50/50, 3 % de 2-
HPBCD - pH 6,2; se repartieron alicuotas de 2,4 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -
40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 2,4 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 5 % de sacarosa - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFE737 mostré una eficacia antitumoral
superior del compuesto AE-Ceto-Sulf07 a 4,5 mg/kg frente a auristatina E a 0,3 mg/kg, ambos administrados 8 veces
dos veces a la semana, con significacién estadistica (p <0,01 el dia 28). Los tumores en el grupo tratado con auristatina
E no mostraron ninguna actividad, mientras que los ratones tratados con AE-Ceto-Sulf07 alcanzaron la remisién parcial
del tumor el dia 15 hasta el final del estudio el dia 59, dando lugar a un efecto antitumoral a largo plazo.

No se registraron efectos secundarios.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de carcinoma de ovario humano A2780 - tumores pequeiios (Figura 17).

La evaluacion de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de carcinoma de ovario humano A2780 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general para modelos
de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:
1) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 147 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante

4 semanas los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 2
mg pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
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sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a-40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 153 mm® el dia de la
aleatorizacion: 3,0 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 5,32 mg/kg = 106,3 pg/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 51,0 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,8 ml terc-butanol/tampén de fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 0,72 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 ha -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.

3) 7 ratones, 25 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 141 mm® el dia de la
aleatorizacién: 5,0 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 8,86 mg/kg = 177,2 pg/20 g de ratdén. Preparacién de la muestra: 51,0 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,8 ml terc-butanol/tampén de fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5% - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de carcinoma de ovario A2780 mostré una eficacia antitumoral
superior estadisticamente significativa del compuesto AE-Ceto-Sulf07 a 3,0 y 5,0 mg/kg frente a la auristatina E a una
dosis de 0,3 mg/kg, inyectados ocho veces dos veces a la semana (p <0,01 desde el dia 7 al dia 29). Los ratones
tratados con auristatina E no lograron ningun efecto antitumoral y los tumores crecieron de manera equiparable a los
tratados con el grupo de control. Sin embargo, el tratamiento con AE-Ceto-Sulf07 indujo una remisién parcial desde el
dia 9 hasta el final del estudio el dia 60, con una remisién completa transitoria desde el dia 23 al dia 35 para la dosis
més baja y desde el dia 25 al dia 51 para la dosis mas alta, lo que resulta en una regresién tumoral a largo plazo,
independientemente de la dosis.

Los grupos tratados con AE-Ceto-Sulf07 provocaron una pérdida de peso corporal transitoria de ~2 % después del
primer tratamiento. Un ratén del grupo de dosis més alta fue encontrado muerto el dia 35, y uno del grupo de dosis
méas baja tuvo que ser sacrificado el dia 42 por malas condiciones generales.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un
modelo de carcinoma de ovario humano A2780 - tumores grandes (Figura 18).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ceto-Sulf07 en un modelo
de carcinoma de ovario humano A2780 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general para modelos
de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 8 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 341 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
4 semanas los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 3,7
mg pesados en un vial de 100 ml disueltos en 52,3 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,5 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 1,5 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 8 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 378 mm® el dia de la
aleatorizacion: 4,5 mg/kg de AE-Ceto-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 6,99 mg/kg = 139,7 pg/l20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 40,0 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,6 ml terc-butanol/tampén de fosfato sddico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5% - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,5 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,5 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de 2-HPRCD - pH 7,6.

La eficacia antitumoral del compuesto AE-Ceto-Sulf07 también se probd en ratones con tumores més grandes (~360
mm?3) del carcinoma de ovario humano modelo A2780. El farmaco mostr6 un efecto antitumoral superior
estadisticamente significativo con una dosis de 4,5 mg/kg frente a la auristatina E a dosis de 0,3 mg/kg, ambos
inyectados ocho veces dos veces a la semana (p <0,001 desde el dia 22 al dia 40). Los ratones tratados con auristatina
E no lograron ningln efecto antitumoral, por el contrario, los ratones tratados con AE-Ceto-Sulf07 mostraron una
remisién completa desde el dia 26 hasta el final del estudio el dia 103, alcanzando una regresién tumoral a largo plazo,
como ya se ha observado con tumores mas pequefios.
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Los ratones tratados con AE-Ceto-Sulf07 solo tuvieron un crecimiento de peso corporal ligeramente reducido en
comparacién con el control.

Evaluacion inicial de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albiumina AE-Ester-Sulf07 en
un modelo de cancer de células renales humano RXF631 - tumores pequeiios (Figura 19).

La evaluacién inicial de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un
modelo RXF631 de cancer de células renales humanas se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general
para un modelo de xenoinjerto derivado de paciente.

Para esto, se prepararon soluciones madre in vivo del experimento de la siguiente manera:

1) 7 ratones, 25 g de peso promedio, volumen tumoral promedio de 138 mm?® el dia de la aleatorizacion: 0,3 mg/kg
de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas los dias 1, 5,
8,12, 15,19, 22, 26 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 2 mg pesados en un vial de
30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanolftampén de fosfato sdédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5% - pH 7,0; se
repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C
durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con 1,2 ml de
tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 26 g de peso promedio, volumen tumoral promedio de 141 mm?® el dia de la aleatorizacion: 2,2-3,0
mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas los dias 1, 5, 8,
12, 15, 19, 26 = 4,00 mg/kg = 80,1 pg/20 g de ratdn. Preparacidn de la muestra: 15,7 mg pesados en un vial de 30
ml disueltos en 19,6 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5% - pH 7,0; se
repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C
durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con 1,2 ml de
tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de tween 80 - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de cancer de células renales RXF631 muestra una eficacia
antitumoral superior estadisticamente significativa del compuesto AE-Ester-Sulf07 administrado a 2,2 mg/kg (la dosis
se aumenté temporalmente a 3,0 mg/kg en los dias 15 y 19 de la inyeccién) frente a la dosis de auristatina E a 0,3
mg/kg, inyectados ocho y siete veces respectivamente dos veces a la semana (p <0,05). La auristatin E alcanzé un
estado de enfermedad estable hasta el dia ~40 para luego crecer de manera constante hasta el final del estudio. Por
el contrario, el tratamiento con AE-Ester-Sulf07 provocé una remisién completa desde el dia 24 al dia 53, alcanzando
un volumen tumoral minimo de 1 mm?3y un efecto a largo plazo.

AE-Ester-Sulf07 provocé una pérdida de peso corporal transitoria con un minimo del 9 %, alcanzado el dia 31. También
se observaron heridas por mordeduras y rasgufios a partir del dia 17. Dos ratones murieron y uno tuvo que ser
sacrificado por malas condiciones generales (los dias 20, 43 y 66).

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un
modelo de cancer de melanoma maligno humano A375 - tumores grandes (Figura 20).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albdmina AE-Ester-Sulf07 en un modelo
de céancer de melanoma maligno humano A375 se llevd a cabo como se describe en el procedimiento general para
modelos de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.

A tenor de la experiencia de dosificacién en el modelo de xenoinjerto RXF631, se prepararon soluciones madre como
se indica a continuacion:

1) 7 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 310 mm?® el dia de la
aleatorizacién: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
3 semanas los dias 1, 6, 9, 13, 16 = 0,35 mg/kg = 7,1 pg/20 g de ratdn. Preparacion de la muestra: 2 mg pesados
en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanolftampédn de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % -
pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 ha -40 °C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 29 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 371 mm® el dia de la
aleatorizacion: 2,4 mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 3 semanas
los dias 1, 6, 9, 13, 16 = 4,37 mg/kg = 87,3 pg/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 12,6 mg pesados en un
vial de 30 ml disueltos en 14,4 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH 7,0;
se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron
a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con
1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de Tween 80 - pH 7,6.
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3) 7 ratones, 31 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 355 mm® el dia de la
aleatorizacion: 2,4 mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 3 semanas
los dias 1, 6, 9, 13, 16 = 4,37 mg/kg = 87,3 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 12,6 mg pesados en un
vial de 30 ml disueltos en 14,4 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH 7,0;
se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron
a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con
1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 50 mM, 4 % de 2-HPRCD - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de melanoma A375 muestra una mejora antitumoral
estadisticamente significativa del compuesto AE-Ester-Sulf07 administrado a 2,4 mg/kg (independientemente del
tampén de reconstitucion, 2 % de Tween 80 0 4 % de 2-HPBCD) en comparacién con la dosis de auristatina E a 0,3
mg/kg, inyectados cinco veces dos veces a la semana (p <0,01 del dia 9 al 33). El tratamiento con auristatina E mostrd
una enfermedad inicial estable hasta el dia 14, tras lo que los tumores crecieron de manera constante. Sin embargo,
los ratones tratados con AE-Ester-Sulf07, lograron una remisién casi completa desde el dia 16 hasta el final del estudio
el dia 37, alcanzando un minimo de 4 mm? el dia 23 y de 1 mm? el dia 26 para AE-Ester-Sulf07 reconstituido con 2 %
de Tween 80 y 4 % de 2-HPBCD respectivamente, a pesar de la mediana del volumen tumoral tan alta al comienzo
del experimento.

No se registrd ningiin cambio significativo en el peso corporal en comparacién con el control, pero se observaron
heridas por mordeduras y rasgufios a partir del dia 9. El tratamiento con Bepanthen mejoré la salud de los ratones
heridos. Solo un ratén del grupo tratado con AE-Ester-Sulf07 y 2 % de Tween 80 tuvo que ser sacrificado por malas
condiciones generales.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un
modelo de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737 -tumores pequeiios (Figura 21).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un modelo
de cancer de pulmén no microcitico humano LXFA737 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general
para modelos de xenoinjerto derivados de pacientes.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 137 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
4 semanas los dias 0, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de raton. Preparacion de la muestra: 2
mg pesados en un vial de 30 ml disueltos en 28,3 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,2 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 1,2 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 7 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 126 mm® el dia de la
aleatorizacion: 2,4 mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante 4 semanas
los dias 0, 4, 7, 11, 14, 18, 21, 25 = 4,37 mg/kg = 87,3 ug/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 31 mg pesados
en un vial de 30 ml disueltos en 28,5 ml terc-butanol/tampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % -
pH 7,0; se repartieron alicuotas de 0,96 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se
liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccidn, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,2 ml de tampdn de fosfato de sodio 50 mM, 4 % de 2-HPRCD - pH 7,6.

El desarrollo del crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto de CPNM LXFE737 mostré una eficacia antitumoral
superior del compuesto AE-Ester-Sulf07 a 2,4 mg/kg frente a auristatina E a 0,3 mg/kg, ambos administrados 8 veces
dos veces a la semana, con significacién estadistica (p <0,05 en los dias 56 y 63). Los tumores en el grupo tratado
con auristatina E permanecieron solo temporalmente en un estado de enfermedad estable del dia 21 al dia 42 y
crecieron significativamente después del final del tratamiento. Por el contrario, los ratones tratados con AE-Ester-
Sulf07 alcanzaron la remisién completa del tumor el dia 21, reduciendo el volumen del tumor a un nivel inmensurable
hasta el final del estudio el dia 74, dando lugar a un efecto antitumoral a largo plazo.

Durante el transcurso del estudio, cinco ratones tuvieron que ser sacrificados debido a una combinacién de pérdida
de peso corporal y lesiones cutaneas.

Evaluacién de auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un
modelo de carcinoma de ovario humano A2780 - tumores grandes (Figura 22).

La evaluacién de la auristatina E y el derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un modelo

de carcinoma de ovario humano A2780 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general para modelos
de xenoinjerto derivados de estirpes celulares.
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Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 8 ratones, 28 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 341 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 0,3 mg/kg de sal de TFA de auristatina E (eq de AE) administrados dos veces a la semana durante
4 semanas los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 0,35 mg/kg = 7,1 ug/20 g de ratdn. Preparacién de la muestra: 3,7
mg pesados en un vial de 100 ml disueltos en 52,3 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50,
sacarosa al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 1,5 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1
h a -40 °C y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las
muestras liofilizadas con 1,5 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, 20 % de propilenglicol - pH 7,0.

2) 8 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 403 mm® el dia de la
aleatorizacion: 1,9 mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados una vez a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25 = 3,46 mg/kg = 69,2 ug/20 g de ratén. Preparacién de la muestra: 36,5 mg
pesados en un vial de 30 ml disueltos en 26,4 ml terc-butanoltampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa
al 5 % - pH 7,0; se repartieron alicuotas de 0,75 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 ha -40 °C
y se liofilizaron a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras
liofilizadas con 1,5 ml de tampén de fosfato de sodio 50 mM, 2 % de 2-HPRCD - pH 7,6.

AE-Ester-Sulf07 administrado a una dosis de 1,9 mg/kg muestra una eficacia antitumoral superior en el modelo de
carcinoma de ovario A2780 en comparacién con la auristatina E administrada a una dosis de 0,3 mg/kg, ambos
inyectados ocho veces dos veces a la semana (p <0,001 desde el dia 37 al dia 40). Los ratones tratados con auristatina
E no lograron ningln efecto antitumoral. Sin embargo, los ratones tratados con AE-Ester-Sulf07, mostré una remisién
parcial desde el dia 19 hasta el dia 51 y una remisién completa desde el dia 54 hasta el final del estudio el dia 103, lo
que resulta en una regresién tumoral a largo plazo.

Los ratones tratados con AE-Ester-Sulf07 no mostraron signos de pérdida de peso corporal en comparacién con el
control, pero cuatro animales tuvieron que ser retirados del estudio debido a necrosis tumoral.

Evaluaciéon de los compuestos derivados de auristatina E que se unen a albamina AE-Ester-Sulf07 en un
modelo de carcinoma de ovario humano A2780 - tumores pequeiios (Figura 23).

La evaluacion del derivado de auristatina E que se une a la albimina AE-Ester-Sulf07 en un modelo de carcinoma de
ovario humano A2780 se llevé a cabo como se describe en el procedimiento general para modelos de xenoinjerto
derivados de estirpes celulares.

Se prepararon soluciones madre como se indica a continuacién:

1) 8 ratones, 27 g de peso promedio, mediana del volumen tumoral promedio de 174 mm?® el dia de la
aleatorizacion: 3,8 mg/kg de AE-Ester-Sulf07 (eq de AE) administrados una vez a la semana durante 4 semanas
los dias 1, 8, 15, 22 = 6,67 mg/kg = 133,4 pg/20 g de ratdn. Preparacion de la muestra: 25,6 mg pesados en un
vial de 30 ml disueltos en 19,2 ml terc-butanolftampén de fosfato sédico 10 mM a 50/50, sacarosa al 5 % - pH 7,0;
se repartieron alicuotas de 1,5 ml en viales de 4 ml. Los viales se congelaron durante 1 h a -40 °C y se liofilizaron
a -20 °C durante ~36 h y luego se taparon. El dia de la inyeccién, se reconstituyeron las muestras liofilizadas con
1,5 ml de tampdn de fosfato de sodio 50 mM, 6 % de 2-HPRCD - pH 7,6.

AE-Ester-Sulf07 también se probé en el mismo modelo de carcinoma de ovario A2780 con tumores méas pequefios y
una pauta posolégica diferente para disminuir los efectos secundarios del farmaco en la piel de los ratones. AE-Ester-
Sulf07 se administrd a 3,8 mg/kg cuatro veces una vez a la semana, mostrando nuevamente un efecto antitumoral
mejorado estadisticamente significativo en comparacién con el control (p <0,01 del dia 7 al 14). Los ratones tratados
con AE-Ester-Sulf07 en la nueva pauta posolégica lograron una remisién parcial desde el dia 12 hasta el dia 35 y una
remisién completa desde el dia 39 hasta el final del estudio el dia 70. Tres ratones tratados con AE-Ester-Sulf07
mostraron pérdida de peso corporal y tuvieron que ser sacrificados el dia 59.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura de Férmula | o Il
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Férmula Il

0 una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato, solvato, tautdmero, isémero E (entgegen), isémero Z (zusammen),
enantibmero R, enantibmero S, diastereémero, isémero (D), isémero (L), esterecisémero, mezclas racémicas u otras
mezclas de los mismos;

en donde:

R'es H o -CHs,

M es H o un contraién farmacéuticamente aceptable;

Y esta ausente o se selecciona entre un alquilo C1-Cg opcionalmente sustituido, -NH-C(O)-, -C(O)-NH-, -NH-C(O)-
NH-, -C(O)-O- y -O-C(O)-;

R" esta ausente o se selecciona entre un alquilo C4-C4s opcionalmente sustituido, en donde opcionalmente hasta
seis 4&tomos de carbono de dicho alquilo C1-C1s estan sustituidos cada uno independientemente con -OCH>CHo-;
Xis H o se selecciona entre halégeno (p. ej., -F, -Cl, -Br o -I), -NO», -NR?R3, -OR? -NHCOR?y

-OCOR?, en donde R? y R® se seleccionan cada uno independientemente entre H y alquilo C4-Cy;

TBG es un grupo de unién a tiol seleccionado entre un grupo maleimida opcionalmente sustituido, un grupo
haloacetamida opcionalmente sustituido, un grupo haloacetato opcionalmente sustituido, un grupo piridiltio
opcionalmente sustituido, un grupo isotiocianato opcionalmente sustituido, un grupo vinilcarbonilo opcionalmente
sustituido, un grupo aziridina opcionalmente sustituido, un grupo disulfuro opcionalmente sustituido y un grupo
acetileno opcionalmente sustituido.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde R' es -CHa.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en donde a) el TBG se selecciona de un grupo maleimida
opcionalmente sustituido; o b) el TBG es un grupo maleimida de férmula:

ES

6]

O
N

/
4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde Y es -NH-C(O)-.
5. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde M es H* o Na*.

6. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde a) R' es un alquilo C+-Cs
opcionalmente sustituido; o b) R es alquilo C+-Cs.

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 que tiene
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a) la estructura de Férmula IlI:
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b) la estructura de Férmula IV:
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Férmula IV

8. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y un
portador farmacéuticamente aceptable.

9. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 8, en donde el portador farmacéuticamente aceptable se
selecciona entre uno o mas de un agente solubilizante, un agente encapsulante y un lioprotector.

10. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 9, en donde el portador farmacéuticamente aceptable comprende
uno o mas de dimetil-B-ciclodextrina, hidroxietil-B-ciclodextrina, hidroxipropil-B-ciclodextrina y trimetil-B-ciclodextrina.

11. La composicién farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la composicién farmacéutica
es adecuada para la administracién intravenosa.

12. La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 11, en donde la composicién, cuando se administra por via
intravenosa a un paciente, a) se une covalentemente de forma selectiva y rapida in situ a la albimina end6gena en la
circulacion sanguinea; o b) se une covalentemente de manera selectiva y rapida in situ a un grupo tiol de cisteina-34
de albumina endégena en la circulacidén sanguinea.

13. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o0 una composicién farmacéutica de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 para usar en el tratamiento de una enfermedad seleccionada entre un
cancer, una enfermedad virica, enfermedad autoinmunitaria, enfermedad inflamatoria aguda o crénica, y una
enfermedad provocada por bacterias, hongos y otros microorganismos.

14. El compuesto o la composicién farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde la
enfermedad es cancer seleccionado entre carcinoma, sarcoma, leucemia, linfoma, mieloma multiple y melanoma.

15. El compuesto o la composicién farmacéutica para usar de acuerdo con la reivindicacién 13 o 14, en donde la
administracién es administracién intravenosa.

16. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o0 una composicién farmacéutica de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 para usar en la reduccién de la citotoxicidad de un compuesto, en donde
la administracién produce una reduccién de la citotoxicidad en comparacién con una dosis equivalente de agente
activo no modificado.
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17. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o0 una composicién farmacéutica de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 para usar en el aumento de la concentracién de un metabolito de un
compuesto en un tumor, en donde el aumento se compara con una dosis equivalente de agente activo no modificado.

50



ES 2970618 T3

Figura 1

(1)

Estabilidad de ki reconstitucion de AE-Cete-Sulf®7 (1277 pM) en tampon de
fosfate de sodio 30 mM a pH 7,65 que contiene HPCPD al 2 %
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(b)

Estabilidad de la reconstitucién de AE-Ceto-EMCH (1277 pM) en tampén de
fosfate de sodio 58 mM a pH 7,65 que contiene HPCPD al 2 %%
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Figura 2
(a)

Estabilidad de Ia reconstitucion de AE-Ester-Sulf07 (655 uM) en tampén de
fosfato de sodio 56 mM a pH 7,65 que contiene HPCPD al 4 %
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(b)
Estabilidad de la reconstitucién de AE-Ester-EMCH (655 pM) en tampén de
fosfato de sodio 50 mM a pH 7,65 que contiene HPCED al 4 %%
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Figura 3

oV Conjugacion de AE-Ceto-SulfliT con albiimina en plasma humane
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Figura 4

W Conjugacion de AE-Ester-Sulf¥7 con albtimina en plasma humano
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Figura §
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Unisn de AE-Ester-Sulf07 a Ia albimina en plasma humane

PO L

30.0%

700 %

GR3 % -

5009% ¢

40,09

08 -

oo Lo

10.8 %

D%

N S ® I
N
9 2 4 6 8 o ER ¥ 16

58

Tiempo (mimios)



Figura 9

de firmaco unido
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Figura 10

Unién de AE-Ester-Sulf7 a Ia albtimina en plasma de rata
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Figara 11
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(b}
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Liberacion de AE-Ester del conjugade de
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Figura 13

Volumen tumoral refative (%)
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Mediana de los VTR a lo large del tiempo del grupo
A375 - Tumores pequefios, Ind. Tiempo de 8 dias
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Figura 14

Mediana de los VTR a Io large del tiempo del grupe
A375 - Tumores grandes, Ind. Tiempoe de 15 dias
AE-Ceto-Sulf7, N=7
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Figura 15

Mediana de los VIR a lo largo del tiempo del grupo
LXFAT37 - Tumores pequedios, Ind. Tiempo de 29 dias
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Figura 16

Mediana de los VIR a lo largo del tiempo del grupo
EXFATIT - Tumores grandes, Ind. Tiempo de 89 dias
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Figura 17

Mediana de los VIR a lo largoe del tiempo del grupo
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AE-Ceto-5ulfi7, N=7

fB50 - i
G0 A )
T s § 3 avemeee Conirod - 2 % de Tween 80
&350 ]
SO LU i ¥ o ’
g 450 4 9 5{ ~eeen Ayristating E, 0.3 mgke
E $
o LU £
g 1360 B , wye AE-Ceto-SuH07, 3.0 mgihy
2 e R 3
E 200 3 o &
E 250 - 3‘{‘ ) é o @eve AE-Ceto-Sulfll7, 5,0 mg'kg
g © oA S 5
= 2Uu ‘:';\ ?
= S0 - \‘ "
Bt @%& ‘&‘ .
Sy - 3 1 e %%
%\“ N S i e N S
B\ @*‘%ﬁ\ I T T e

2

R S W S i S L
0 3 IE IS 20) 35 30 35 40 35 S0 85 G

b
3

vceenort]

wortanss

Dias después de 1z aleaiorizacion

67



ES 2970618 T3

Figura 18

Mediana de los VIR a lo largo del tiempe del grupo
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Figura 19

Volumen tamoral relativo (%)
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Mediana de los VTR a lo largo del tiempo del grupo
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Figura 20

Muediana de los VIR a lo large del tiempe del grupe
A375 - Tunores grandes, Ind. Tiempo de 15 dias
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Figura 21

Mediana de Ios VTR a lo largo del tiempo del grupe
EXFAT37 - Tumores pequefios, Ind. Tiempo de 29 dias
AE-Ester-Sulfi7, N =7
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Figuyra 22

Mediana de los VTR a lo largo del tiempeo del grupo
A2780 - Tumores grandes, Ind. Tiempo de 13 dias
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Figura 23

Volumen temoral relative (%)
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Figura 24

Farmacos que se unen a la albimina derivados de AE-Ceto
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Figura 25
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Farmaces gque se unen a Ia albimina derivados de AE-Ester
Estabilidad de la formulacion liofilizada a 55 °C
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