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“CONJUGADOS DE PIRROLOBENZODIAZEPINA-ANTICORPO,
COMPOSICAO FARMACEUTICA COMPREENDENDO DITOS CONJUGADOS E
USOS DOS MESMOS PARA TRATAR DOENCA PROLIFERATIVA E CANCER”

[001]A presente invencédo refere-se a pirrolobenzodiazepinas (PBDs) tendo
um grupo de protecédo de C2 ou N10 labil na forma de um ligador a um anticorpo.

Fundamentos da invengao

Pirrolobenzodiazepinas

[002]Algumas pirrolobenzodiazepinas (PBDs) tém a capacidade de reconhe-
cer e ligar-se a sequéncias especificas de DNA; a sequéncia preferida € PuGPu. O
primeiro antibiotico antitumoral de PBD, antramicina, foi descoberto em 1965 (Leim-
gruber, et al., J. Am. Chem. Soc., 87, 5793 - 5795 (1965); Leimgruber, et al., J. Am.
Chem. Soc., 87, 5791 - 5793 (1965)). Desde entédo, varias PBDs que ocorrem natu-
ralmente foram relatadas, e mais de 10 vias sintéticas foram desenvolvidas para
uma variedade de analogos (Thurston, et al., Chem. Rev. 1994, 433 - 465 (1994);
Antonow, D. e Thurston, D.E., Chem. Rev. 2011 111 (4), 2815 - 2864). Membros da
familia incluem abeimicina (Hochlowski, et al., J. Antibiotics, 40, 145 - 148 (1987)),
quicamicina (Konishi, et al., J. Antibiotics, 37, 200 - 206 (1984)), DC-81 (Patente Ja-
ponesa 58-180 487; Thurston, et al., Chem. Brit., 26, 767 - 772 (1990); Bose, et al.,
Tetrahedron, 48, 751 - 758 (1992)), mazetramicina (Kuminoto, et al., J. Antibiotics,
33, 665 - 667 (1980)), neotramicinas A e B (Takeuchi, et al., J. Antibiotics, 29, 93 - 96
(1976)), porotramicina (Tsunakawa, et al., J. Antibiotics, 41, 1366 - 1373 (1988)),
protracarcina (Shimizu, et al, J. Antibiotics, 29, 2492 - 2503 (1982); Langley e Thurs-
ton, J. Org. Chem., 52, 91 - 97 (1987)), sibanomicina (DC-102) (Hara, et al., J. Anti-
biotics, 41, 702 - 704 (1988); Itoh, et al., J. Antibiotics, 41, 1281 - 1284 (1988)), sibi-
romicina (Leber, et al., J. Am. Chem. Soc., 110, 2992 - 2993 (1988)) e tomamicina
(Arima, et al., J. Antibiotics, 25, 437 - 444 (1972)). PBDs sao da estrutura geral:
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[003]Elas diferem no numero, tipo e posi¢cao dos substituintes, tanto em seus
anéis A aromaticos quanto anéis C de pirrolo, e no grau de saturagao do anel C. No
anel B existe uma imina (N=C), uma carbinolamina (NH-CH(OH)), ou um éter metili-
co de carbinolamina (NH-CH(OMe)) na posicdo N10-C11 que € o centro eletrofilico
responsavel por alquilar o DNA. Todos os produtos naturais conhecidos tém uma
configuragéo (S) na posicdo C11a quiral que os fornece com uma rotagao no sentido
horario quando observada do anel C para o anel A. isto fornece aos mesmos a forma
tridimensional apropriada para isso-helicidade com a ranhura menor do DNA de for-
ma B, levando a um ajuste compacto no sitio de ligacdo (Kohn, Em Antibiotics III.
Springer-Verlag, Nova lorque, paginas 3 - 11 (1975); Hurley e Needham-
VanDevanter, Acc. Chem. Res., 19, 230 - 237 (1986)). Sua capacidade de formar um
aduto na ranhura menor, permite que eles interfiram com o processamento de DNA,
consequentemente seu uso como agentes antitumorais.

[004]JUm composto de pirrolobenzodiazepina particularmente vantajoso é
descrito por Gregson et al. (Chem. Commun. 1999, 797 - 798) como composto 1, e
por Gregson et al. (J. Med. Chem. 2001, 44, 1161 - 1174) como composto 4a. Este

composto, também conhecido como SG2000, é mostrado abaixo:

N
&KN e K
A N\ OMe MeO N
o) 0

$G2000

[005]WO 2007/085930 descreve a preparacdo de compostos de PBD dimé-
ricos tendo grupos ligadores para conexao a um agente de ligagao celular, tal como

um anticorpo. O ligador esta presente na ponte ligando as unidades de PBD mono-
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méricas do dimero.

[006]Os presentes inventores descreveram compostos de PBD diméricos
tendo grupos ligadores para conexao a um agente de ligagcéo celular, tal como um
anticorpo, em WO 2011/130613 e WO 2011/130616. O ligador nestes compostos é
ligado ao nucleo de PBD por intermédio da posicédo C2, e € geralmente clivado pela
acao de uma enzima no grupo ligador. Em WO 2011/130598, o ligador nestes com-
postos é ligado a uma das posigdes N10 disponiveis no nucleo de PBD, e é geral-
mente clivado pela agdo de uma enzima no grupo ligador.

Conjugados de anticorpo-farmaco

[007]Terapia com anticorpo foi estabelecida para o tratamento alvejado de
pacientes com cancer, transtornos imunoldgicos e angiogénicos (Carter, P. (2006)
Nature Reviews Immunology 6:343 - 357). O uso de conjugados de anticorpo-
farmaco (ADC), isto é, imunoconjugados, para a liberag&o local de agentes citotoxi-
cos ou citostaticos, isto € farmacos para matar ou inibir células tumorais no trata-
mento de cancer, alveja a liberagdo da porgéo do farmaco a tumores, e acumulo in-
tracelular nesta, ao passo que a administragdo sistémica destes agentes medica-
mentosos ndo conjugados pode resultar em niveis inaceitaveis de toxicidade a célu-
las normais (Xie et al (2006) Expert. Opin. Biol. Ther. 6(3):281 - 291; Kovtun et al
(2006) Cancer Res. 66(6):3214 - 3121; Law et al (2006) Cancer Res. 66(4):2328 -
2337; Wu et al (2005) Nature Biotech. 23(9):1137 - 1145; Lambert J. (2005) Current
Opin. in Pharmacol. 5:543 - 549; Hamann P. (2005) Expert Opin. Ther. Patents
15(9):1087 - 1103; Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207 - 212; Trail et al (2003) Can-
cer Immunol. Immunother. 52:328 - 337; Syrigos and Epenetos (1999) Anticancer
Research 19:605 - 614).

[008]A eficacia maxima com toxicidade minima é procurada desse modo. Es-
forgos para projetar e refinar ADC focaram na seletividade dos anticorpos monoclo-

nais (mAbs) assim como mecanismo de ag&o do farmaco, ligagdo do farmaco, razéo
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de farmaco/anticorpo (carga), e propriedades de liberagdo de farmaco (Junutula, et
al., 2008b Nature Biotech., 26(8):925 - 932; Dornan et al (2009) Blood 114(13):2721
- 2729; US 7521541; US 7723485; W02009/052249; McDonagh (2006) Protein Eng.
Design & Sel. 19(7): 299 - 307; Doronina et al (2006) Bioconj. Chem. 17:114 - 124;
Erickson et al (2006) Cancer Res. 66(8):1 - 8; Sanderson et al (2005) Clin. Cancer
Res. 11:843 - 852; Jeffrey et al (2005) J. Med. Chem. 48:1344 - 1358; Hamblett et al
(2004) Clin. Cancer Res. 10:7063 - 7070). Por¢cdes de farmaco podem comunicar
seus efeitos citotdxicos e citostaticos por mecanismos incluindo ligagéo de tubulina,
ligacdo de DNA, inibicdo de proteassoma e/ou topoisomerase. Alguns farmacos cito-
toxicos tendem a ser inativos ou menos ativos quando conjugados a anticorpos
grandes ou ligandos do receptor de proteina.

[009]Os presentes inventores desenvolveram conjugados de dimero de PBD
e anticorpo particulares.

Divulgagao da Invencéo

[010]Um primeiro aspecto da presente invengdo compreende um conjugado
da férmula L -(D)p, onde D" é da formula | ou II:

R '
R21 R

em que:
L € um anticorpo (Ab) como definido abaixo;

quando existe uma ligagéo dupla presente entre C2’ e C3’, R'? é selecionado
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do grupo consistindo em:

(ia) grupo arila Cs-10, opcionalmente substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo compreendendo: halo, nitro, ciano, éter, carbdxi, éster, alquila
C1-7, heterociclila Cs-7 e bis-Oxi-alquileno C1-3;

(ib) alquila alifatico saturado C1-5;

(ic) cicloalquila saturado Cs-s;
R22

*\%\R%
(id) R , em que cada um de R?', R??2 ¢ R®® é independentemente
selecionado de H, alquila saturado C1-3, alquenila C2-3, alquinila C2-3 e ciclopropila,

onde o nimero total de atomos de carbono no grupo R'? ndo é mais do que 5;
25b
R

*\/\ 25a
(ie) R™ em que um de R?2 e R2% ¢ H e o outro é selecionado de:

fenila, fenila este que é opcionalmente substituido por um grupo selecionado de ha-
lo, metila, metéxi; piridila; e tiofenila; e

*

N,
(if) R™ onde R ¢ selecionado de: H; alquila saturado C1-3; alquenila

C2-3; alquinila C2-3; ciclopropila; fenila, fenila este que é opcionalmente substituido
por um grupo selecionado de halo, metila, metoxi; piridila; e tiofenila;

quando existe uma ligagao unica presente entre C2' e C3’,
. R26a

26b
R2¢ R , onde R?%2 ¢ R?® sj0 independentemente selecionados de

H, F, alquila saturado C14, alquenila C2-3, grupos alquila e alquenila estes que sao
opcionalmente substituidos por um grupo selecionado de alquilamido C14 e éster
alquilico C1.4; ou, quando um de R?%2 ¢ R ¢ H, o outro & selecionado de nitrila e
um éster alquilico C1-4;

R® e R? sdo independentemente selecionados de H, R, OH, OR, SH, SR,
NHz2, NHR, NRR’, nitro, MesSn e halo;

onde R e R’ sdo independentemente selecionados de grupos alquila Ci-12,
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heterociclila Cs-20 e arila C5-20 opcionalmente substituidos;

R’ é selecionado de H, R, OH, OR, SH, SR, NH2, NHR, NHRR’, nitro, Me3Sn
e halo;

R" é um grupo alquileno Cs-12, cadeia esta que pode ser interrompida por um
ou mais heteroatomos, por exemplo, O, S, NRN? (onde RN? ¢ H ou alquila C14), e/ou
anéis aromaticos, por exemplo, benzeno ou piridina;

Y e Y’ s&o selecionados de O, S, ou NH;

R?, R”, RY sio selecionados dos mesmos grupos como R®, R” e R® respec-
tivamente;

[Formula 1]

RL" é um ligador para conex&o ao anticorpo (Ab);

R''a é selecionado de OH, ORA, onde RA é alquila C1.4, € SO:M, onde z é 2
ou 3 e M é um cation monovalente farmaceuticamente aceitavel;

R?% e R?" juntos formam uma ligagdo dupla entre os atomos de nitrogénio e
carbono aos quais eles sao ligados ou;

R0 ¢ selecionado de H e R®, onde R® é um grupo de capeamento;

R?' é selecionado de OH, OR” e SO:M;

quando existe uma ligagdo dupla presente entre C2 e C3, R? é selecionado
do grupo consistindo em:

(ia) grupo arila Cs-10, opcionalmente substituido por um ou mais substituintes
selecionados do grupo compreendendo: halo, nitro, ciano, éter, carbdxi, éster, alquila
C1-7, heterociclila Cs-7 e bis-Oxi-alquileno C1-3;

(ib) alquila alifatico saturado C1-5;

(ic) cicloalquila saturado Cs-s;

(id) R , em que cada um de R'', R'? e R ¢ independentemente

selecionados de H, alquila saturado C1-3, alquenila C2-3, alquinila C2-3 e ciclopropi-
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la, onde o nimero total de atomos de carbono no grupo R? ndo é mais do que 5;

15b
R

/ R15a
, em que um de R'™2 e R é H e o outro é selecionado

(ie)
de: fenila, fenila este que é opcionalmente substituido por um grupo selecionado de
halo, metila, metoxi; piridila; e tiofenila; e

(if) = R' , onde R é selecionado de: H; alquila saturado C1.3; al-
quenila C2-3; alquinila C2-3; ciclopropila; fenila, fenila este que €& opcionalmente

substituido por um grupo selecionado de halo, metila, metéxi; piridila; e tiofenila;

quando existe uma ligagao unica presente entre C2 e C3,

&KRWa
16b

R2 ¢ R , onde R'% ¢ R%0 530 independentemente selecionados de
H, F, alquila saturado C14, alquenila C2-3, grupos alquila e alquenila estes que sao
opcionalmente substituidos por um grupo selecionado de alquilamido C14 e éster
alquilico C14; ou, quando um de R'%@ e R'® ¢ H, o outro é selecionado de nitrila e
um éster alquilico C1-4;

[Formula 1]

R?2 é da formula llla, formula Illb ou férmula llic:

(@) A gt Al gz X lia

onde A é um grupo arila Cs.7, e

(i) Q' é uma ligagdo unica, e Q? é selecionado de uma ligagdo Unica e -Z-
(CH2)n-, onde Z é selecionado de uma ligagao unica, O, SeNHenéde 1a3;ou

(i) Q" é -CH=CH-, e Q? é uma ligagao Unica;

RC2

J[\%\KX b
c1 lcs

(b) R R

onde;
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RC1, R®? e R® s3o0 independentemente selecionados de H e alquila C1-2 ndo
substituido;
/\/Q llc
(c)
onde Q é selecionado de O-R?, S-R-? e NRN-RM?, e RN é selecionado de H,
metila e etila

X é selecionado do grupo compreendendo: O-R'?, S-Rt?, CO2-R-?, CO-R-?,

§—</3N— R % N  N—R?
\__/

NH-C(=0)-R*?, NHNH-R'?, CONHNH-R'?, , ,
NRNRY?, em que RN é selecionado do grupo compreendendo H e alquila C1-4;

R-?" & um ligador para conexao ao anticorpo (Ab);

R0 e R" juntos formam uma ligagdo dupla entre os atomos de nitrogénio e
carbono aos quais eles sao ligados ou;

R0 é H e R ¢ selecionado de OH, OR” e SO:M;

R3° e R3! juntos formam uma ligagao dupla entre os atomos de nitrogénio e
carbono aos quais eles sao ligados ou;

R é H e R3' ¢ selecionado de OH, OR” e SO:M.

[011]Em algumas formas de realizagao, o conjugado nao é:

ConjA

o) (0]

N/\/U\NH
k/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o

o

ConjA

ConjB
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o
Q4 \/ o}
N, = JJ\/\/\/N
SRS o

ConjB

ConjC:

ConjC

ConjD

N OH
o _~0© H
o N A~
(e}
ConD ;ou
ConjE:
O,
(=)
O N
%(\/ < e
HN __~ /\O/O\/\
0 oﬁ
ﬁo/\/o\/\o/\/o
© (0]
H H
H
(0] X (0]
PN \©y =
\I/ OH
N O\/\/\/O N
H
o~ ~o N_
(0] (0]
ConjE
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[012]Em outras formas de realizagdo, pode ser preferido que o conjugado
seja selecionado de um conjugado da formula ConjA, ConjB, ConjC, ConjD e ConjE.

[013]O subscrito p na férmula | € um namero inteiro de 1 a 20. Consequen-
temente, os Conjugados compreendem um anticorpo (Ab) como definido abaixo co-
valentemente ligado a pelo menos uma unidade de Farmaco por uma unidade de
Ligador. A unidade de Ligando, descrita mais completamente abaixo, € um agente
de alvejamento que liga-se a uma porgéo alvo. Consequentemente, a presente in-
vengao também fornece métodos para o tratamento de, por exemplo, varios cance-
res e doenga autoimune. A carga de farmaco é representada por p, o numero de mo-
léculas de farmaco por anticorpo. A carga de farmaco pode variar de 1 a 20 unida-
des de Farmaco (D) por anticorpo. Para composigdes, p representa a carga de far-
maco média dos Conjugados na composic¢éo, e p varia de 1 a 20.

[014]Um segundo aspecto da invengédo fornece um meétodo de fabricar um
conjugado de acordo com o primeiro aspecto da invengdo compreendendo conjugar

um composto da férmula I- ou IIt:

R’ R
Y'\ Rll/ IL
R R
rR® rR®
10
R’ R’ |T 11
Y .Y N
N Rn H L
If
7 7
R R N = 221
6' 6 / R
R R 0O

ao anticorpo (Ab) como definido abaixo, em que:
RL" é um ligador adequado para conjugacao ao anticorpo (Ab);

R22L é da formula lllat, férmula llIbt ou formula Ilict:

AL 2X
(@) At Asy? .
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onde QL é selecionado de O-R'2, S-R2 e NRN-R:2, e RN é selecionado de H,
metila e etila

Xt é selecionado do grupo compreendendo: O-R“?, S-R-?, CO2-R“?, CO-R"?,
, S\ .
§—</:\/N—RL2 N N—R”
__/

em que RN é selecionado do grupo compreendendo H e alquila C1-;

N=C=0-R"?, NHNH-R'?, CONHNH-R"?, NRNRL,
R-2 é um ligador adequado para conjugacao ao anticorpo (Ab);
e todos os grupos remanescentes sdo como definidos no primeiro aspecto.
[015]Assim, pode ser preferido no segundo aspecto, que a invengao fornece
um meétodo de fabricar um conjugado selecionado do grupo consistindo em ConjA,
ConjB, ConjC, ConjD e ConjE compreendendo conjugar um composto que é seleci-

onado respectivamente de A:
0 (0]

N/\/U\NH
@ K/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\o

o
H = OV\/O
~ ~
o o
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lo) (0]

&/\/‘LNH
\ k/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o

(e}

e E:

HN A~ /\O/o\/\
0 oﬁ
ﬁo/\/o\/\o/\/o

(e}
(e}
;‘/H\/U\ /H/H
N N
- N
(0} i H o \©VO
PN
=N o\/\/\/o
H, H
~ N
A % o N~
(e} (0}
E

com um anticorpo como definido abaixo.

[016]A WO 2011/130615 divulga o composto 26:

NH,
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que é o composto precursor de A. O Composto A compreende este PBD
com um ligador para fixagdo a um agente de ligacédo celular. O agente de ligagéo
celular fornece varias porgdes etileno glicol para fornecer solubilidade que € util na
sintese de conjugados.

[017]A WO 2010/043380 e WO 2011/130613 divulgam o composto 30:
H,_" =N O\/\/\/O

NH,

[018]A WO 2011/130613 também divulga o composto 51:

=N O\/\/\/O N—
o o
30

%o

[019]0 Composto B difere do composto 30 por ter apenas um limite (CH2)s
entre as porgdes PBD, ao invés de um limite (CHz)-5, que reduz a lipofilicidade do
dimero de PBD liberado. O grupo de ligagao é ligado ao grupo C2-fenila na posicao
para ao invés da posi¢ao meta.

[020]A WO 2011/130613 divulga o composto 93:

MeO

93

[021]0 Composto C difere deste em dois respeitos. O agente de ligagéo ce-
lular fornece um numero aumentado de porgdes etileno glicol para fornecer solubili-
dade que é util na sintese de conjugados, e o substituinte de fenila fornece dois ao

invés de um atomo de oxigénio, que também auxilia na solubilidade. A estrutura do
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Composto C também pode significar que ela liga mais fortemente na ranhura menor.

[022]0s Compostos A, B e C tém dois centros sp? em cada anel C, que po-
dem levar em consideracdo a ligacdo mais forte na ranhura menor de DNA, do que
para compostos com apenas um centro sp? em cada anel C.

[023]A WO 2011/130598 divulga o composto 80:

80

[024]0 Composto D difere deste compreendendo-se um grupo iodoacetami-
da para ligagdo ao agente de ligagao celular. Este grupo pode oferecer vantagens
sobre o composto 80 quanto a sua estabilidade quando ligado a um agente de liga-
¢ao celular (ver abaixo). O grupo malemida no composto 80 pode passar por uma
reacao de retro-Michael, tornando-se ndo conjugado do agente de ligagéo celular, e
assim vulneravel a limpeza por outras moléculas biolégicas contendo tiol, tais como
albumina e glutationa. Tal ndo conjugacdo ndo pode ocorrer com o composto A.
Também, o grupo iodoacetamida pode evitar outras reagdes laterais indesejadas.

[025]0 Composto E difere de dimeros de PBD previamente divulgados com
um ligador de farmaco tendo uma ligagdo dupla C2-3 endo, por ter um substituinte
C2 menos lipofilico, menor, por exemplo, 4F-fenila, propileno. Como tal, os conjuga-
dos do composto B (ver abaixo) sdo menos provaveis a agregar uma vez que sinteti-
zados. Tal agregacdo de conjugados pode ser medida por Cromatografia de exclu-
s&o por tamanho (SEC).

[026]Tanto o composto D quanto E tém dois centros sp? em cada anel C,

que podem levar em consideragéo a ligacdo mais forte na ranhura menor de DNA,
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do que para compostos com apenas um centro sp? em cada anel C.

[027]0s ligadores de farmaco divulgados em WO 2010/043880, WO
2011/130613, WO 2011/130598 e WO 2011/130616 podem ser usados na presente
invencao, e sao incorporados aqui por referéncia. Os ligadores de farmaco descritos
aqui podem ser sintetizados como descrito nestas divulgagdes.

Descricao Detalhada da Invencéo

[028]A presente invencdo € adequada para o uso em fornecer um composto
de PBD a um sitio preferido em um individuo. O conjugado permite a liberagcédo de
um composto de PBD ativo que nao retém qualquer parte do ligador. Nao existe ne-
nhum resto presente que possa afetar a reatividade do composto de PBD. Assim

ConjA liberaria o composto RelA:
H = N N =
V/QQ@ 0/ \ojcgr

[¢] o

RelA

ConjB liberaria o composto RelB:
H =N O =\ H
(0] (6]

RelB

/O

ConjC liberaria o composto RelC:

H — O ~° N=
o o

RelC

NH,

ConjD liberaria o composto RelD:
N N
/\K O\/\/O %\/\
N -~ ~ N
NN o o N
(6] o}
RelD

e ConjE liberaria o composto RelE:
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_N o o N
H, ~NT H
P o~ o N~
(0] (0]

RelE

[029]A ligacao especifica entre o dimero de PBD e o anticorpo, na presente
invencao é preferivelmente estavel extracelularmente. Antes de transportar ou liberar
em uma célula, o conjugado de anticorpo-farmaco (ADC) é preferivelmente estavel e
permanece intacto, isto € o anticorpo permanece ligado a por¢édo do farmaco. Os
ligadores sao estaveis fora da célula alvo e podem ser clivados em alguma taxa efi-
caz dentro da célula. Um ligador eficaz: (i) mantera as propriedades de ligagao es-
pecificas do anticorpo; (ii) permitira a liberagao intracelular do conjugado ou porgao
do farmaco; (iii) permanecera estavel e intacto, isto é, néo clivado, até que o conju-
gado fosse liberado ou transportado ao seu sitio alvejado; e (iv) mantera um efeito
de morte celular, citotdéxico ou um efeito citostatico da porcéo do farmaco de PBD. A
estabilidade do ADC pode ser medida por técnicas analiticas padréo tais como es-
pectroscopia de massa, HPLC, e a técnica de separagao/analise LC/MS.

[030]A liberacao dos compostos das formulas RelA, RelB, RelC, RelD ou Re-
IE é obtida no sitio de ativagdo desejado dos conjugados das férmulas ConjA,
ConjB, ConjC, ConjD ou ConjE pela agdo de uma enzima, tal como catepsina, no
grupo de ligagao, e em particular na porgao de dipeptideo de valina-alanina.

Anticorpo

[031]Em um aspecto o anticorpo € um anticorpo que liga-se a CD19, o anti-
corpo compreendendo um dominio VH tendo a sequéncia de acordo com qualquer
uma das SEQ ID NOs. 1, 2, 3,4, 50u 6.

[032]O anticorpo pode compreender ainda um dominio VL. Em algumas for-
mas de realizacido o anticorpo compreende ainda um dominio VL tendo a sequéncia
de acordo com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10, 11 ou 12.

[033]Em algumas formas de realizagdo o anticorpo compreende um dominio

VH emparelhado com um dominio VL, os dominios VH e VL tendo sequéncias sele-
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cionadas do grupo consistindo em:

SEQ ID NO. 1 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 2 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 3 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 4 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 5 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
110u12;e

SEQ ID NO. 6 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12. Por exemplo SEQ ID NO. 1 emparelhada com a SEQ ID NO. 7, SEQ ID
NO. 2 emparelhada com a SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 3 emparelhada com a SEQ
ID NO. 9, SEQ ID NO. 4 emparelhada com a SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 5 empare-
Ihada com a SEQ ID NO. 11 ou SEQ ID NO. 6 emparelhada com a SEQ ID NO. 12.

[034]O(s) dominio(s) VH e VL podem emparelhar de modo a formar um sitio
de ligagao de anticorpo a antigeno que liga CD19.

[035]Em algumas formas de realizagdo o anticorpo € um anticorpo intacto
compreendendo um dominio VH emparelhado com um dominio VL, os dominios VH
e VL tendo sequéncias selecionadas do grupo consistindo em:

SEQ ID NO. 1 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 2 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 3 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;
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SEQ ID NO. 4 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12;

SEQ ID NO. 5 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
110u12;e

SEQ ID NO. 6 emparelhada com qualquer uma das SEQ ID NOs. 7, 8, 9, 10,
11 ou 12. Por exemplo SEQ ID NO. 1 emparelhada com a SEQ ID NO. 7, SEQ ID
NO. 2 emparelhada com a SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 3 emparelhada com a SEQ
ID NO. 9, SEQ ID NO. 4 emparelhada com a SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 5 empare-
Ihada com a SEQ ID NO. 11 ou SEQ ID NO. 6 emparelhada com a SEQ ID NO. 12.

[036]Em algumas formas de realizagédo, o anticorpo compete com o anticor-
po secretado pelo hibridoma com N° de acesso ATCC HB-305 pela ligagdo a CD19.
Em uma forma de realizag&o o anticorpo liga CD19 com uma constante de associa-
¢ao (Ka) ndo menor do que 2, 5 ou 10 vezes menor do que o anticorpo secretado
pelo hibridoma.

[037]Em aspecto o anticorpo € um anticorpo como descrito aqui que foi mo-
dificado (ou modificado ainda) como descrito abaixo. Em algumas formas de realiza-
¢ao o anticorpo é uma versdo humanizada, desimunizada ou recapeada de um anti-
corpo divulgado aqui.

Terminologia

[038]O termo “anticorpo” aqui € usado no sentido mais amplo e especifica-
mente inclui anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais, dimeros, multimeros,
anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos), anticorpo intac-
tos e fragmentos de anticorpo, contanto que eles exibam a atividade biologica dese-
jada, por exemplo, a capacidade para ligar CD19 (Miller et al (2003) Jour. of Immu-
nology 170:4854 - 4861). Anticorpos podem ser de murino, humanos, humanizados,
quiméricos, ou derivados de outras espécies. Um anticorpo € uma proteina gerada

pelo sistema imune que é capaz de reconhecer e ligar a um antigeno especifico.
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(Janeway, C., Travers, P., Walport, M., Shlomchik (2001) /mmuno Biology, 5th Ed.,
Garland Publishing, Nova lorque). Um antigeno alvo geralmente tem numerosos si-
tios de ligagdo, também chamados epitopos, reconhecidos por CDRs em anticorpos
multiplos. Cada anticorpo que especificamente liga-se a um epitopo diferente tem
uma estrutura diferente. Assim, um antigeno pode ter mais do que um anticorpo cor-
respondente. Um anticorpo inclui um molécula de imunoglobulina de tamanho natu-
ral ou uma porcdo imunologicamente ativa de uma molécula de imunoglobulina de
tamanho natural, isto €, uma molécula que contém um sitio de ligagado ao antigeno
que imunoespecificamente liga um antigeno de um alvo de interesse ou parte deste,
tais alvos incluindo mas né&o limitados a, célula ou células do cancer que produzem
anticorpos autoimunes associados com uma doenga autoimune. A imunoglobulina
pode ser de qualquer tipo (por exemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, e IgA), classe (por
exemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 e IgA2) ou subclasse, ou albtipo (por exem-
plo, GIm1, G1m2, G1m3, ndo-G1m1 [este, € qualquer aldtipo exceto G1m1],
G1m17, G2m23, G3m21, G3m28, G3m11, G3m5, G3m13, G3m14, G3m10, G3m15,
G3m16, G3m6, G3m24, G3m26, G3m27, A2m1, A2m2, Km1, Km2 e Km3 humanos)
de molécula de imunoglobulina. As imunoglobulinas podem ser derivadas de qual-
quer espécie, incluindo origem humana, de murino, ou coelho.

[039]Como usado aqui, “liga CD19” € usado para significar que o anticorpo
liga CD19 com uma afinidade mais alta do que um parceiro ndo especifico tal como
Albumina Sérica Bovina (BSA, N° de acesso no Genbank CAA76847, versao n°
CAA76847,1 GI:3336842, data de atualizagédo de registro: 7 de Jan de 2011 02:30
PM). Em algumas formas de realizag&o o anticorpo liga CD19 com uma constante de
associagao (Ka) pelo menos 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000,
104, 10% ou 108 vezes mais alta do que a constante de associagdo do anticorpo para
BSA, quando medidas a condigdes fisioldégicas. Os anticorpos da invengdo podem

ligar CD19 com uma afinidade alta. Por exemplo, em algumas formas de realizagao
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o anticorpo pode ligar CD19 com uma Kb igual a ou menos do que cerca de 106 M,
tal como 1 x 106, 107, 108, 10-°, 10°, 101, 10-"2, 10-"3 ou 104,

[040]Em algumas formas de realizagao, o polipeptideo CD19 corresponde ao
N° de acesso no Genbank NP_001171569, versdo n° NP_001171569,1
Gl:296010921, data de atualizagdo de registro: 10 de Set de 2012 12:43 AM. Em
uma forma de realizagéo, o acido nucleico que codifica o polipeptideo CD19 corres-
ponde ao n° de acesso no Genbank NM_001178098, versdo n° NM_001178098,1
Gl:296010920, data de atualizagéo de registro: 10 de Set de 2012 12:43 AM.

[041]“Fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgdao de um anticorpo
de tamanho natural, geralmente a ligagdo ao antigeno ou regido variavel deste.
Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)z2, e scFv;
diacorpos; anticorpos lineares; fragmentos produzidos por uma biblioteca de expres-
s&o de Fab, anticorpos anti-idiotipicos (anti-ld), CDR (regi&do determinante de com-
plementaridade), e fragmentos de ligagado ao epitopo de qualquer um do acima que
imunoespecificamente liga-se a antigenos de célula do cancer, antigenos virais ou
antigenos microbianos, moléculas de anticorpo de cadeia unica; e anticorpos multi-
especificos formados de fragmentos de anticorpo.

[042]O termo “anticorpo monoclonal” como usado aqui refere-se a um anti-
corpo obtido de uma populagdo de anticorpos substancialmente homogéneos, isto é
os anticorpos individuais compreendendo a populagdo sao idénticos exceto para mu-
tacdes que ocorrem naturalmente possiveis que podem estar presentes em quanti-
dades menores. Anticorpos monoclonais sao altamente especificos, sendo dirigidos
contra um unico sitio antigénico. Além disso, ao contrario de preparagdes de anticor-
po policlonal que incluem diferentes anticorpos dirigidos contra diferentes determi-
nantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal é dirigido contra um unico determinan-
te no antigeno. Além de sua especificidade, os anticorpos monoclonais séo vantajo-

sos em que eles podem ser sintetizados ndo contaminados por outros anticorpos. O
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modificador “monoclonal” indica o carater do anticorpo como sendo obtido de uma
populagdo substancialmente homogénea de anticorpos, e ndo deve ser interpretado
como requerendo a producdo do anticorpo por qualquer método particular. Por
exemplo, os anticorpos monoclonais a serem usados de acordo com a presente in-
vengao podem ser fabricados pelo método do hibridoma primeiro descrito por Kohler
et al (1975) Nature 256:495, ou pode ser fabricado por métodos de DNA recombi-
nante (ver, US 4816567). Os anticorpos monoclonais também podem ser isolados de
bibliotecas de anticorpo de fago usando as técnicas descritas em Clackson et al
(1991) Nature, 352:624 - 628; Marks et al (1991) J. Mol. Biol., 222:581 - 597 ou de
camundongos transgénicos que carregam um sistema de imunoglobulina completa-
mente humana (Lonberg (2008) Curr. Opinion 20(4):450 - 459).

[043]Os anticorpos monoclonais aqui especificamente incluem anticorpos
“‘quiméricos” em que uma porcao da cadeia pesada e/ou leve é idéntica com ou ho-
mologa a sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie par-
ticular ou pertencendo a uma classe ou subclasse de anticorpo particular, enquanto
o restante da(s) cadeia(s) é idéntico com ou homologo as sequéncias corresponden-
tes em anticorpos derivados de uma outra espécie ou pertencendo a uma outra clas-
se ou subclasse de anticorpo, assim como fragmentos de tais anticorpos, contanto
que eles exibam a atividade biolégica desejada (US 4816567; e Morrison et al (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851 - 6855). Anticorpos quiméricos incluem anticor-
pos “primatizados” compreendendo sequéncias de ligacdo a antigeno de dominio
variavel derivadas de um primata ndo humano (por exemplo, Macacos do Velho
Mundo ou Simios) e sequéncias de regido constante humanas.

[044]Um “anticorpo intacto” aqui € um compreendendo dominios VL e VH,
assim como um dominio constante de cadeia leve (CL) e dominios constantes de
cadeia pesada, CH1, CH2 e CH3. Os dominios constantes podem ser dominios

constantes de sequéncia nativa (por exemplo, dominios constantes de sequéncia
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nativa humana) ou variante da sequéncia de aminoacido destes. O anticorpo intacto
pode ter uma ou mais “fungdes efetoras” que referem-se aquelas atividades biol6gi-
cas atribuiveis a regido Fc (uma regido Fc de sequéncia nativa ou regido Fc de vari-
ante da sequéncia de aminoacido) de um anticorpo. Exemplos de funcdes efetoras
de anticorpo incluem ligagdo de C1q; citotoxicidade dependente de complemento;
ligacéo de receptor Fc; citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo
(ADCC); fagocitose; e infrarregulacéo de receptores de superficie celular tais como
receptor de célula B e BCR.

[045]Dependendo da sequéncia de aminoacido do dominio constante de su-
as cadeias pesadas, anticorpos intactos podem ser designados a diferentes “clas-
ses.” Existem cinco classes principais de anticorpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG, e
IgM, e varios destes podem ser divididos ainda em “subclasses” (isotipos), por
exemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA, e IgA2. Os dominios constantes de cadeia
pesada que correspondem as diferentes classes de anticorpos sédo chamados q, 0,
€, Y, € M, respectivamente. As estruturas de subunidade e configuragdes tridimensio-
nais de diferentes classes de imunoglobulinas sdo bem conhecidas.

Modificacdo de anticorpos

[046]0s anticorpos divulgados aqui podem ser modificados. Por exemplo,
para torna-los menos imunogénicos a um individuo humano. Isto pode ser obtido
usando qualquer uma das varias técnicas familiares a pessoa habilitada na técnica.
Algumas destas técnicas séo descritas em mais detalhe abaixo.

Humanizagdo

[047]Técnicas para reduzir a imunogenicidade in vivo de um anticorpo n&o
humano ou fragmento de anticorpo incluem aquelas denominadas “humanizagao”.

[048]Um “anticorpo humanizado” refere-se a um polipeptideo compreenden-
do pelo menos uma porgdo de uma regidao variavel modificada de um anticorpo hu-

mano em que uma porcao da regido variavel, preferivelmente uma porgédo substan-
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cialmente menor do que o dominio variavel humano intacto, foi substituida pela se-
quéncia correspondente de uma espécie ndo humana e em que a regiao variavel
modificada é ligada a pelo menos uma outra parte de uma outra proteina, preferi-
velmente a regido constante de um anticorpo humano. A expressao “anticorpos hu-
manizados” inclui anticorpos humanos em que um ou mais residuos de aminoacido
de regido determinante de complementaridade (“CDR”) e/ou um ou mais residuos de
aminoacido de regido de estrutura (“FW” ou “FR”) sdo substituidos por residuos de
aminoacido de sitios analogos em roedor ou outros anticorpos n&o humanos. A ex-
pressao “anticorpo humanizado” também inclui uma variante da sequéncia de ami-
noacido de imunoglobulina ou fragmento desta que compreende uma FR tendo
substancialmente a sequéncia de aminoacido de uma imunoglobulina humana e
uma CDR tendo substancialmente a sequéncia de aminoacido de uma imunoglobuli-
na ndo humana.

[049]Formas “humanizadas” de anticorpos ndo humanos (por exemplo, de
murino) sdo anticorpos quimeéricos que contém sequéncia minima derivada de imu-
noglobulina ndo humana. Ou, considerado de um outro modo, um anticorpo humani-
zado € um anticorpo humano que também contém sequéncias selecionadas de anti-
corpos ndo humanos (por exemplo, de murino) no lugar das sequéncias humanas.
Um anticorpo humanizado pode incluir substituicées de aminoacido conservativas ou
residuos nao naturais da mesma espécie ou diferente que nao significantemente
alteram sua atividade de ligacédo e/ou biolégica. Tais anticorpos sao anticorpos qui-
méricos que contém sequéncia minima derivada de imunoglobulinas ndo humanas.

[050]Existe uma faixa de técnicas de humanizacdo, incluindo ‘enxerto de
CDR’, ‘selecdo guiada’, ‘desimunizagéo’, ‘recapeamento’ (também conhecido como
‘laminagao’), ‘anticorpos compasitos’, ‘Otimizagdo de Conteudo da Cadeia Humana’
e rearranjo de estrutura.

Enxerto de CDR
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[051]Nesta técnica, os anticorpos humanizados s&o imunoglobulinas huma-
nas (anticorpo receptor) em que residuos de uma regidao determinante de comple-
mentaridade (CDR) do anticorpo receptor sao substituidos por residuos de uma CDR
de uma espécie ndo humana (anticorpo doador) tal como camundongo, rato, came-
lo, bovino, cabra, ou coelho tendo as propriedades desejadas (em vigor, as CDRs
nao humanas sado ‘enxertadas’ sobre a estrutura humana). Em alguns exemplos,
residuos de regido de estrutura (FR) da imunoglobulina humana s&o substituidos por
residuos n&do humanos correspondentes (isto pode acontecer quando, por exemplo,
um residuo de FR particular tem efeito significante sobre a ligagdo ao antigeno).

[052]Além disso, anticorpos humanizados podem compreender residuos que
nao sao encontrados nem no anticorpo receptor nem nas sequéncias de CDR ou
estrutura importadas. Estas modificagdes sao feitas para refinar e maximizar ainda o
desempenho de anticorpo. Assim, em geral, um anticorpo humanizado compreende-
ra todos de pelo menos um, e em um aspecto dois, dominios variaveis, em que to-
das ou todas as sequéncias hipervariaveis correspondem aquelas de uma imuno-
globulina ndo humana e todas ou substancialmente todas as regides FR s&o aquelas
de uma sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado opcional-
mente também compreendera pelo menos uma por¢ao de uma regiao constante (Fc)
de imunoglobulina, ou aquela de uma imunoglobulina humana.

Selecdo guiada

[053]O método consiste em combinar o dominio V4 ou VL de um anticorpo
nao humano dado especifico para um epitopo particular com uma biblioteca de VHx
ou VL humana e dominios V humanos especificos sdo selecionados contra o antige-
no de interesse. Este VH humano selecionado depois € combinado com uma biblio-
teca de VL para gerar uma combinagédo de VHxVL completamente humana. O méto-
do é descrito em Nature Biotechnology (N.Y.) 12, (1994) 899 - 903.

Anticorpos compositos
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[054]Neste método, dois ou mais segmentos de sequéncia de aminoacido de
um anticorpo humano sdo combinados dentro da molécula de anticorpo final. Eles
sdo construidos combinando-se segmentos de sequéncia de VH e VL humanos mul-
tiplos em combinagdes que limitam ou evitam epitopos de célula T humanos nas re-
gides V de anticorpo compdsito final. Onde necessario, epitopos de célula T s&o limi-
tados ou evitados trocando-se segmentos da regido V que contribuem para ou que
codificam um epitopo de célula T com segmentos alternativos que evitam os epito-
pos de célula T. Este método é descrito em US 2008/0206239 A1.

Desimunizacio

[055]Este método envolve a remogao de epitopos de célula T humanos (ou
outra espécie secundaria) das regides V do anticorpo terapéutico (ou outra molécu-
la). A sequéncia da regido V de anticorpos terapéuticos € analisada quanto a pre-
senca de motivos de inibicdo de MHC classe Il, por exemplo, por comparagao com
bases de dados de motivos de ligacdo de MHC (tal como a base de dados de “moti-
vos” hospedada em www.wehi.edu.au). Alternativamente, motivos de ligacdo de
MHC classe Il podem ser identificados usando métodos de processamento compu-
tacionais tais como aqueles desenvolvidos por Altuvia et al. (J. Mol. Biol. 249 244 -
250 (1995)); nestes métodos, peptideos de sobreposigdo consecutivos das sequén-
cias de regido V estédo testando quanto as suas energias de ligacao a proteinas de
MHC classe |l. Estes dados depois podem ser combinados com informagéo em ou-
tras caracteristicas de sequéncia que referem-se a peptideos apresentados com éxi-
to, tais como anfipaticidade, motivos de Rothbard, e sitios de clivagem para catepsi-
na B e outras enzimas de processamento.

[056]Uma vez que epitopos de célula T de espécie secundaria potenciais
(por exemplo, humanos) foram identificados, eles sdo eliminados pela alteragdo de
um ou mais aminoacidos. Os aminoacidos modificados estdo usualmente dentro do

epitopo de célula T propriamente dito, mas também podem ser adjacentes ao epito-
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po em termos da estrutura primaria ou secundaria da proteina (e portanto, podem
nao ser adjacentes na estrutura primaria). O mais tipicamente, a alteragao é por via
de substituicdo mas, em algumas circunstancias a adicdo ou supressdo de aminoa-
cido sera mais apropriada.

[057]Todas as alteragbes podem ser realizadas por tecnologia de DNA re-
combinante, de modo que a molécula final possa ser preparada por expressao de
um hospedeiro recombinante usando métodos bem estabelecidos tais como Muta-
génese Sitio Dirigida. Entretanto, o uso de quimica de proteina ou qualquer outro
meio de alteracdo molecular também & possivel.

Recapeamento

[058]Este método envolve:

(a) determinar a estrutura conformacional da regido variavel do anticorpo
nao humano (por exemplo, de roedor) (ou fragmento deste) construindo-se um mo-
delo tridimensional da regido variavel de anticorpo ndo humano;

(b) gerar alinhamentos de sequéncia usando distribuicbes de acessibilidade
relativas de estruturas cristalograficas de raio X de um numero suficiente de cadeias
pesadas e leves de regido variavel de anticorpo ndo humano e humano para forne-
cer um conjunto de posi¢cdes de estrutura de cadeia pesada e leve em que as posi-
¢des de alinhamento s&o idénticas em 98 % do numero suficiente de cadeias pesa-
das e leves de anticorpo ndo humano;

(c) definir quanto ao anticorpo n&o humano a ser humanizado, um conjunto
de residuos de aminoacido expostos a superficie de cadeia pesada e leve usando o
conjunto de posi¢des de estrutura geradas na etapa (b);

(d) identificar a partir das sequéncias de aminoacido de anticorpo humano
um conjunto de residuos de aminoacido expostos a superficie de cadeia pesada e
leve que é o mais estritamente idéntico ao conjunto de residuos de aminoacido ex-

postos a superficie definidos na etapa (c), em que a cadeia pesada e leve do anti-
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corpo humano sao ou nao sao naturalmente emparelhadas;

(e) substituir, na sequéncia de aminoacido do anticorpo ndo humano a ser
humanizado, o conjunto de residuos de aminoacido expostos a superficie de cadeia
pesada e leve definido na etapa (c) com o conjunto de residuos de aminoacido ex-
postos a superficie de cadeia pesada e leve identificado na etapa (d);

(f) construir um modelo tridimensional da regido variavel do anticorpo nao
humano que resulta da substituigdo especificada na etapa (e);

(9) identificar, comparando-se os modelos tridimensionais construidos nas
etapas (a) e (f), quaisquer residuos de aminoacido dos conjuntos identificados nas
etapas (c) ou (d), que estdo dentro de 5 Angstroms de qualquer atomo de qualquer
residuo das regides determinantes de complementaridade do anticorpo ndo humano
a ser humanizado; e

(h) mudar quaisquer residuos identificados na etapa (g) do residuo de ami-
noacido humano para o residuo de aminoacido ndo humano original para desse mo-
do definir um conjunto de humanizagdo de anticorpo ndo humano de residuos de
aminoacido expostos a superficie; com a condicdo de que a etapa (a) ndo precisa
ser conduzida primeiro, mas deve ser conduzida antes da etapa (g).

Super-humanizacio

[059]0 método compara a sequéncia nao humana com o repertorio de gene
de linhagem germinativa humana funcional. Aqueles genes humanos que codificam
estruturas candnicas idénticas ou estritamente relacionadas as sequéncias ndo hu-
manas sao selecionados. Aqueles genes humanos selecionados com homologia
mais alta dentro das CDRs s&o escolhidos como doadores de FR. Finalmente, as
CDRs ndo humanas s&o enxertadas sobre essas FRs humanas. Este método é des-
crito na patente WO 2005/079479 A2.

Otimizacdo de Conteudo da Cadeia Humana

[060]Este método compara a sequéncia ndo humana (por exemplo, de ca-
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mundongo) com o repertério de genes de linhagem germinativa humana e as dife-
rengas sao registrada como Conteudo da Cadeia Humana (HSC) que quantifica uma
sequéncia no nivel de epitopos de MHC/célula T potenciais. A sequéncia alvo depois
€ humanizada maximizando-se seu HSC ao invés de usar uma medida de identidade
global para gerar variantes humanizadas diversas multiplas (descritas em Molecular
Immunology, 44, (2007) 1986-1998).

Rearranjo de estrutura

[061]As CDRs do anticorpo nao humano sao fundidas em estrutura a mistu-
ras de cDNA abrangendo todas as estruturas de gene de linhagem germinativa hu-
mana de cadeia pesada e leve conhecidas. Anticorpos humanizados depois séo se-
lecionados por exemplo, por movimentagdo da biblioteca de anticorpo exibida em
fago. Isto é descrito em Methods 36, 43 - 60 (2005).

Definicbes

Cations farmaceuticamente aceitaveis

[062]Exemplos de cations monovalentes e bivalentes farmaceuticamente
aceitaveis s&o debatidos em Berge, et al., J. Pharm. Sci., 66, 1 - 19 (1977), que €
incorporado aqui por referéncia.

[063]0 cation farmaceuticamente aceitavel pode ser inorgénico ou orgénico.

[064]Exemplos de farmaceuticamente cations inorganicos monovalentes
aceitaveis incluem, mas n&o séo limitados a, ions de metal alcalino tais como Na* e
K*. Exemplos de cations inorganicos bivalentes farmaceuticamente aceitaveis inclu-
em, mas ndo sdo limitados a, cations alcalinos terrosos tais como Ca?* e Mg?*.
Exemplos de cations organicos farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas nao sao
limitados a, ion amoénio (isto € NH4") e ions amdnios substituidos (por exemplo,
NHsR*, NH2Rz2", NHR3*, NR4*). Exemplos de alguns ions amoénios substituidos ade-
quados sao aqueles derivado de: etilamina, dietilamina, dicicloexilamina, trietilamina,

butilamina, etilenodiamino, etanolamina, dietanolamina, piperazina, benzilamina, fe-
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nilbenzilamina, colina, meglumina, e trometamina, assim como aminoacidos, tais
como lisina e arginina. Um exemplo de um ion amoénio quaternario comum €
N(CHs)4".

Substituintes

[065]A frase “opcionalmente substituido” como usado aqui, pertence a um
grupo precursor que pode ser nao substituido ou que pode ser substituido.

[066]A menos que de outro modo especificado, o termo “substituido” como
usado aqui, pertence a um grupo precursor que porta um ou mais substituintes. O
termo “substituinte” € usado aqui no sentido convencional e refere-se a uma porg¢ao
quimica que é covalentemente ligada a, ou se apropriado, fundida a, um grupo pre-
cursor. Uma variedade ampla de substituintes € bem conhecida, e métodos para sua
formacgéao e introdugdo em uma variedade de grupos precursores também é bem co-
nhecida.

[067]Exemplos de substituintes sdo descritos em mais detalhe abaixo.

[068]Alquila C1-12: O termo “alquila C1-12” como usado aqui, pertence a uma
por¢cao monovalente obtida removendo-se um atomo de hidrogénio de um atomo de
carbono de um composto de hidrocarboneto tendo de 1 a 12 atomos de carbono,
que pode ser alifatico ou aliciclico, e que pode ser saturado ou insaturado (por
exemplo, parcialmente insaturado, completamente insaturado). O termo “alquila C1-4”
como usado aqui, pertence a uma por¢cado monovalente obtida removendo-se um
atomo de hidrogénio de um atomo de carbono de um composto de hidrocarboneto
tendo de 1 a 4 atomos de carbono, que pode ser alifatico ou aliciclico, e que pode
ser saturado ou insaturado (por exemplo, parcialmente insaturado, completamente
insaturado). Assim, o termo “alquila” inclui as subclasses alquenila, alquinila, cicloal-
quila, etc., debatidas abaixo.

[069]Exemplos de grupos alquila saturados incluem, mas ndo s&o limitados

a, metila (C1), etila (C2), propila (Cs), butila (C4), pentila (Cs), hexila (Ce) e heptila
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(Cr).

[070]Exemplos de grupos alquila lineares saturados incluem, mas nao séo
limitados a, metila (C1), etila (C2), n-propila (Cs), n-butila (C4), n-pentila (amila) (Cs),
n-hexila (Cs) e n-heptila (C7).

[071]Exemplos de grupos alquila ramificados saturados incluem iso-propila
(Cs), iso-butila (C4), sec-butila (C4), terc-butila (Cas), iso-pentila (Cs), e neo-pentila
(Cs).

[072]Alquenila Cz-12: O termo “alquenila -C2-12” como usado aqui, pertence a
um grupo alquila tendo uma ou mais ligagées duplas carbono-carbono.

[073]Exemplos de grupos alquenila insaturados incluem, mas nao sao limita-
dos a, etenila (vinila, -CH=CH2), 1-propenila (-CH=CH-CHs), 2-propenila (alila, -CH-
CH=CHy2), isopropenila (1-metilvinila, -C(CH3)=CHz2), butenila (C4), pentenila (Cs), e
hexenila (Ce).

[074]Alquinila C2-12: O termo “alquinila C2-12” como usado aqui, pertence a
um grupo alquila tendo uma ou mais ligagdes triplas carbono-carbono.

[075]Exemplos de grupos alquinila insaturados incluem, mas ndo s&o limita-
dos a, etinila (-C=CH) e 2-propinila (propargila, -CH2-C=CH).

[076]Cicloalquila Cs-12: O termo “cicloalquila Cs-12” como usado aqui, perten-
ce a um grupo alquila que também é um grupo ciclico; isto €, uma por¢do monova-
lente obtida removendo-se um atomo de hidrogénio de um atomo do anel aliciclico
de um composto de hidrocarboneto ciclico (carbociclico), porgao esta que tem de 3 a
7 atomos de carbono, incluindo de 3 a 7 atomos no anel.

[077]Exemplos de grupos cicloalquila incluem, mas nao s&o limitados a,
aqueles derivados de:

compostos de hidrocarboneto monociclicos saturados:

ciclopropano (Cs), ciclobutano (Ca4), ciclopentano (Cs), cicloexano (Cs), ciclo-

eptano (C7), metilciclopropano (C4), dimetilciclopropano (Cs), metilciclobutano (Cs),
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dimetilciclobutano (Cs), metilciclopentano (Cs), dimetilciclopentano (C7) e metilcicloe-
xano (C7);

compostos de hidrocarboneto monociclicos insaturados:

ciclopropeno (Cs), ciclobuteno (C4), ciclopenteno (Cs), cicloexeno (Cs), metil-
ciclopropeno (Ca), dimetilciclopropeno (Cs), metilciclobuteno (Cs), dimetilciclobuteno
(Cs), metilciclopenteno (Cs), dimetilciclopenteno (C7) e metilcicloexeno (C7); e

compostos de hidrocarboneto policiclicos saturados:

norcarano (Cz), norpinano (C7), norbornano (Cr7).

[078]Heterociclila Cs-20: O termo “heterociclila Cs-20" como usado aqui, per-
tence a uma por¢do monovalente obtida removendo-se um atomo de hidrogénio de
um atomo no anel de um composto heterociclico, porcdo esta que tem de 3 a 20
atomos no anel, dos quais de 1 a 10 sdo heteroatomos no anel. Preferivelmente,
cada anel tem de 3 a 7 atomos no anel, dos quais de 1 a 4 sdo heteroatomos no
anel.

[079]Neste contexto, os prefixos (por exemplo, Cs-20, C3.7, Cs-6, etc.) denotam
o0 numero de atomos no anel, ou faixa de numero de atomos no anel, se atomos de
carbono ou heteroatomos. Por exemplo, o termo “heterociclila Cs.6”, como usado
aqui, pertence a um grupo heterociclico tendo 5 ou 6 atomos no anel.

[080]Exemplos de grupos heterociclicos monociclicos incluem, mas ndo sé&o
limitados a, aqueles derivados de:

N1: aziridina (Cs), azetidina (Ca), pirrolidina (tetraidropirrol) (Cs), pirrolina (por
exemplo, 3-pirrolina, 2,5-diidropirrol) (Cs), 2H-pirrol ou 3H-pirrol (isopirrol, isoazol)
(Cs), piperidina (Cs), diidropiridina (Cs), tetraidropiridina (Cs), azepina (C7);

O1: oxirano (Cs), oxetano (C4), oxolano (tetraidrofurano) (Cs), oxol (diidrofu-
rano) (Cs), oxano (tetraidropirano) (Cs), diidropirano (Ce), pirano (Cs), oxepina (C7);

S1: tiirano (Cs), tietano (Ca), tiolano (tetraidrotiofeno) (Cs), tiano (tetraidroti-

opirano) (Cs), tiepano (C7);
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O2: dioxolano (Cs), dioxano (Cs), e dioxepano (C7);

Oa: trioxano (Cs);

N2: imidazolidina (Cs), pirazolidina (diazolidina) (Cs), imidazolina (Cs), pirazo-
lina (diidropirazol) (Cs), piperazina (Cs);

N101: tetraidrooxazol (Cs), diidrooxazol (Cs), tetraidroisoxazol (Cs), diidroiso-
xazol (Cs), morfolina (Cs), tetraidrooxazina (Cs), diidrooxazina (Cs), oxazina (Cs);

N1S1: tiazolina (Cs), tiazolidina (Cs), tiomorfolina (Cs);

N201: oxadiazina (Ce);

01S1: oxatiol (Cs) e oxatiano (tioxano) (Cs); e,

N101S1: oxatiazina (Cs).

[081]Exemplos de grupos heterociclicos monociclicos substituidos incluem
aqueles derivados de sacarideos, na forma ciclica, por exemplo, furanoses (Cs), tais
como arabinofuranose, lixofuranose, ribofuranose, e xilofuranse, e piranoses (Cs),
tais como alopiranose, altropiranose, glucopiranose, manopiranose, gulopiranose,
idopiranose, galactopiranose, e talopiranose.

[082]Arila Cs-20: O termo “arila Cs-20”, como usado aqui, pertence a uma por-
¢do monovalente obtida removendo-se um atomo de hidrogénio de um atomo no
anel aromatico de um composto aromatico, por¢ao esta que tem de 3 a 20 atomos
no anel. O termo “arila Cs.7”, como usado aqui, pertence a um porgdo monovalente
obtida removendo-se um atomo de hidrogénio de um atomo no anel aromatico de
um composto aromatico, por¢cao esta que tem de 5 a 7 atomos no anel e o termo
“arila Cs-10”, como usado aqui, pertence a uma por¢do monovalente obtida removen-
do-se um atomo de hidrogénio de um atomo no anel aromatico de um composto
aromatico, porcédo esta que tem de 5 a 10 atomos no anel. Preferivelmente, cada
anel tem de 5 a 7 atomos no anel.

[083]Neste contexto, os prefixos (por exemplo, Cs-20, Cs.7, Css, Cs-10, etc.)

denotam o numero de atomos no anel, ou faixa de numero de atomos no anel, se
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atomos de carbono ou heteroatomos. Por exemplo, o termo “arila Cs.s” como usado
aqui, pertence a um grupo arila tendo 5 ou 6 atomos no anel.

[084]0Os atomos no anel podem ser todos atomos de carbono, como em
“grupos carboarila”.

[085]Exemplos de grupos carboarila incluem, mas ndo sao limitados a, aque-
les derivados de benzeno (isto é fenila) (Cs), naftaleno (C10), azuleno (C1o), antrace-
no (C14), fenantreno (C14), naftaceno (C1s), e pireno (C+e).

[086]Exemplos de grupos arila que compreendem anéis fundidos, pelo me-
nos um dos quais € um anel aromatico, incluem, mas n&o s&o limitados a, grupos
derivados de indano (por exemplo, 2,3-diidro-1H-indeno) (Co), indeno (Co), isoindeno
(Co), tetralina (1,2,3,4-tetraidronaftaleno (C1o), acenafteno (C12), fluoreno (C13), fena-
leno (C13), acefenantreno (C1s), e aceantreno (C+e).

[087]Alternativamente, os atomos no anel podem incluir um ou mais heteroa-
tomos, como em “grupos heteroarila”. Exemplos de grupos heteroarila monociclicos
incluem, mas n&o sao limitados a, aqueles derivados de:

N1: pirrol (azol) (Cs), piridina (azina) (Cs);

O1: furano (oxol) (Cs);

S1: tiofeno (tiol) (Cs);

N101: oxazol (Cs), isoxazol (Cs), isoxazina (Ce);

N201: oxadiazol (furazano) (Cs);

N3O1: oxatriazol (Cs);

N1S1: tiazol (Cs), isotiazol (Cs);

N2: imidazol (1,3-diazol) (Cs), pirazol (1,2-diazol) (Cs), piridazina (1,2-diazina)
(Cs), pirimidina (1,3-diazina) (Cs) (por exemplo, citosina, timina, uracila), pirazina
(1,4-diazina) (Cs);

Ns: triazol (Cs), triazina (Cs); e,

Na4: tetrazol (Cs).
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[088]Exemplos de heteroarila que compreendem anéis fundidos, incluem,
mas nao sao limitados a:

Co (com 2 anéis fundidos) derivado de benzofurano (O+1), isobenzofurano
(O1), indol (N1), isoindol (N1), indolizina (N1), indolina (N1), isoindolina (N1), purina
(N4) (por exemplo, adenina, guanina), benzimidazol (N2), indazol (N2), benzoxazol
(N101), benzisoxazol (N101), benzodioxol (O2), benzofurazano (N201), benzotriazol
(N3), benzotiofurano (S1), benzotiazol (N1S1), benzotiadiazol (N2S);

C10 (com 2 anéis fundidos) derivado de cromeno (O1), isocromeno (O1), cro-
mano (O1), isocromano (O1), benzodioxano (Oz2), quinolina (N1), isoquinolina (N1),
quinolizina (N1), benzoxazina (N101), benzodiazina (N2), piridopiridina (N2), quinoxa-
lina (N2), quinazolina (N2), cinolina (N2), ftalazina (N2), naftiridina (N2), pteridina (N4);

C11 (com 2 anéis fundidos) derivado de benzodiazepina (N2);

C13 (com 3 anéis fundidos) derivado de carbazol (N1), dibenzofurano (O1),
dibenzotiofeno (S1), carbolina (N2), pirimidina (N2), piridoindol (N2); e,

[089]C14 (com 3 anéis fundidos) derivado de acridina (N1), xanteno (O1),
tioxanteno (S1), oxantreno (O2), fenoxatiina (01S+1), fenazina (N2), fenoxazina (N10+),
fenotiazina (N1S1), tiantreno (S2), fenantridina (N1), fenantrolina (N2), fenazina (N2).

[090]0s grupos acima, se sozinhos ou parte de um outro substituinte, podem
por si sO opcionalmente ser substituidos com um ou mais grupos selecionados de si
mesmos e 0s substituintes adicionais listados abaixo.

Halo: -F, -ClI, -Br, e -I.

Hidroxi: -OH.

[091]Eter: -OR, em que R é um substituinte de éter, por exemplo, um grupo
alquila C1-7 (também referido como um grupo alcoxi C+-7, debatido abaixo), um grupo
heterociclila Cs-20 (também referido como um grupo heterocicliloxi Cs-20), ou um gru-
po arila C5-20 (também referido como um grupo ariloxi C5-20), preferivelmente um

grupo alquila C1-7.
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[092]Alcoxi: -OR, em que R é um grupo alquila, por exemplo, um grupo alqui-
la C1-7. Exemplos de grupos alcéxi C1-7 incluem, mas nao séo limitados a, -OMe (me-
toxi), -OEt (etdxi), -O(nPr) (n-propoxi), -O(iPr) (isopropoxi), -O(nBu) (n-butdxi), -
O(sBu) (sec-butoxi), -O(iBu) (isobutdxi), e -O(tBu) (terc-butdxi).

[093]Acetal: -CH(OR")(OR?), em que R' e R? sdo independentemente substi-
tuintes de acetal, por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila C3-20, ou
um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7, ou, no caso de um gru-
po acetal “ciclico”, R' e R?, tomados junto com os dois 4tomos de oxigénio aos quais
eles sado ligados, e os atomos de carbono aos quais eles séo ligados, formam um
anel heterociclico tendo de 4 a 8 atomos no anel. Exemplos de grupos acetais inclu-
em, mas nao s&o limitados a, -CH(OMe)z, -CH(OEt)2, e -CH(OMe)(OEt).

[094]Hemiacetal: -CH(OH)(OR"), em que R' é um substituinte de hemiacetal,
por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila
C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos hemiacetal inclu-
em, mas nao sé&o limitados a, -CH(OH)(OMe) e -CH(OH)(OEt).

[095]Cetal: -CR(OR')(OR?), onde R' e R? sdo como definidos para acetais, e
R é um substituinte de cetal exceto hidrogénio, por exemplo, um grupo alquila C1-7,
um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo al-
quila C17. Exemplos de grupos cetal incluem, mas ndo sao limitados a, -
C(Me)(OMe)2, -C(Me)(OEt)2, -C(Me)(OMe)(OEt), -C(Et)(OMe)2, -C(Et)(OEt), e -
C(Et)(OMe)(OE).

[096]Hemicetal: -CR(OH)(OR"), onde R' é como definido para hemiacetais, e
R é um substituinte de hemicetal exceto hidrogénio, por exemplo, um grupo alquila
C1-7, um grupo heterociclila C3-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo
alquila C1.7. Exemplos de grupos hemiacetal incluem, mas ndo s&o limitados a, -
C(Me)(OH)(OMe), -C(Et)(OH)(OMe), -C(Me)(OH)(OEt), e -C(Et)(OH)(OEt).

[097]0Oxo (ceto, -ona): =0.
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[098]Tiona (tiocetona): =S.

[099]Imino (imina): =NR, em que R é um substituinte de imino, por exemplo,
hidrogénio, grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila C3-20, ou um grupo arila C5-20,
preferivelmente hidrogénio ou um grupo alquila C1.7. Exemplos de grupos éster in-
cluem, mas ndo sao limitados a, =NH, =NMe, =NEt, e =NPh.

[0100]Formila (carbaldeido, carboxaldeido): -C(=O)H.

[0101]Acila (ceto): -C(=O)R, em que R & um substituinte de acila, por exem-
plo, um grupo alquila C17 (também referido como alquilacila C1-7 ou alcanoila C1-7),
um grupo heterociclila Cs20 (também referido como heterociclilacila Cs-20), ou um
grupo arila C5-20 (também referido como arilacila Cs-20), preferivelmente um grupo
alquila C1-7. Exemplos de grupos acila incluem, mas n&o s&o limitados a, -C(=0O)CHs
(acetila), -C(=O)CH2CHs (propionila), -C(=0O)C(CHsa)s (t-butirila), e -C(=0O)Ph (benzoi-
la, fenona).

[0102]Carboxi (acido carboxilico): -C(=O)OH.

[0103]Tiocarbdxi (acido tiocarboxilico): -C(=S)SH.

[0104]Tiolocarboxi (acido tiolocarboxilico): -C(=O)SH.

[0105]Tionocarboxi (acido tionocarboxilico): -C(=S)OH.

[0106]Acido imidico: -C(=NH)OH.

[0107]Acido hidroxamico: -C(=NOH)OH.

[0108]Ester (carboxilato, éster do &cido carboxilico, oxicarbonila): -C(=0)OR,
em que R é um substituinte de éster, por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo
heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7.
Exemplos de grupos éster incluem, mas n&do s&o limitados a, -C(=O)OCHs, -
C(=0O)OCH2CHs, -C(=0)OC(CHs)s, e -C(=0O)OPh.

[0109]Aciloxi (éster reverso): -OC(=O)R, em que R é um substituinte de aci-
l6xi, por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo

arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos aciloxi inclu-
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em, mas nao sao limitados a, -OC(=0O)CHs (acetoxi), -OC(=0O)CH2CHs, -
OC(=0)C(CHs)s, -OC(=0)Ph, e -OC(=0O)CHzPh.

[0110]Oxicarboiléxi: -OC(=0O)OR, em que R € um substituinte de éster, por
exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-
20, preferivelmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos éster incluem, mas
ndo sao limitados a, -OC(=0)OCHs, -OC(=0)OCH2CHs, -OC(=0O)OC(CHs)3, e -
OC(=0)OPh.

[0111]Amino: -NR'R?, em que R' e R? sdo independentemente substituintes
de amino, por exemplo, hidrogénio, um grupo alquila C17 (também referido como
alquilamino C+-7 ou di-alquilamino C1-7), um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo
arila C5-20, preferivelmente H ou um grupo alquila C1.7, ou, no caso de um grupo
amino “ciclico”, R' e R?, tomados junto com o atomo de nitrogénio ao qual eles séo
ligados, formam um anel heterociclico tendo de 4 a 8 atomos no anel. Grupos amino
podem ser primarios (-NHz2), secundarios (-NHR'), ou terciarios (-NHR'R?), e na for-
ma catiénica, podem ser quaternarios (-*“NR'R?R3). Exemplos de grupos amino in-
cluem, mas nao sao limitados a, -NH2, -NHCH3, -NHC(CHs)z2, -N(CH3s)z2, -N(CH2CH3s)z,
e -NHPh. Exemplos de grupos amino ciclicos incluem, mas nao sao limitados a,
aziridino, azetidino, pirrolidino, piperidino, piperazino, morfolino, e tiomorfolino.

[0112]Amido (carbamoila, carbamila, aminocarbonila, carboxamida): -
C(=0)NR'R?, em que R' e R? sdo independentemente substituintes de amino, como
definido para grupos amino. Exemplos de grupos amido incluem, mas nao s&o limi-
tados a, -C(=O)NH2, -C(=O)NHCHs, -C(=O)N(CHs)2, -C(=O)NHCH2CHs3, e -
C(=0)N(CH2CH3)2, assim como grupos amido em que R’ e R?, junto com o atomo de
nitrogénio ao qual eles séo ligados, formam uma estrutura heterociclica como em,
por exemplo, piperidinocarbonila, morfolinocarbonila, tiomorfolinocarbonila, e pipera-
zinocarbonila.

[0113]Tioamido (tiocarbamila): -C(=S)NR'R?, em que R' e R? sdo indepen-
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dentemente substituintes de amino, como definido para grupos amino. Exemplos de
grupos amido incluem, mas n&do sdo limitados a, -C(=S)NH2, -C(=S)NHCHs, -
C(=S)N(CHs)z2, e -C(=S)NHCH2CHs.

[0114]Acilamido (acilamino): -NR'C(=0)R?, em que R' é um substituinte de
amida, por exemplo, hidrogénio, um grupo alquila C+-7, um grupo heterociclila Cs-2o,
ou um grupo arila C5-20, preferivelmente hidrogénio ou um grupo alquila C1.7, e R? é
um substituinte de acila, por exemplo, um grupo alquila C+1-7, um grupo heterociclila
Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente hidrogénio ou um grupo alquila C1-7.
Exemplos de grupos acilamida incluem, mas n&o séo limitados a, -NHC(=O)CHs , -
NHC(=0)CH2CHs, e -NHC(=0)Ph. R' e R? podem juntos formar uma estrutura cicli-

ca, como em, por exemplo, succinimidila, maleimidila, e ftalimidila:

| | (0] (0]
o\v\béo o\v\i/v/o
succinimidila maleimidila ftalimidila

[0115]Aminocarbonildxi: -OC(=0)NR'R?, em que R' e R? sdo independente-
mente substituintes de amino, como definido para grupos amino. Exemplos de gru-
pos aminocarbonildxi incluem, mas nao sado limitados a, -OC(=0O)NH,
OC(=0O)NHMe, -OC(=O)NMez, e -OC(=O)NEtz.

[0116]Ureido: -N(R")CONR?R3® em que R? e R3® sio independentemente
substituintes de amino, como definido para grupos amino, e R' & um substituinte de
ureido, por exemplo, hidrogénio, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-2o,
ou um grupo arila C5-20, preferivelmente hidrogénio ou um grupo alquila C1-7.
Exemplos de grupos ureido incluem, mas nao séo limitados a, -NHCONH2, -
NHCONHMe, -NHCONHEt, -NHCONMez, -NHCONEtz, -NMeCONHz, -
NMeCONHMe, -NMeCONHEt, -NMeCONMez, e -NMeCONEtz.

Guanidino: -NH-C(=NH)NH.

[0117]Tetrazolila: um anel aromatico de cinco membros tendo quatro atomos
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de nitrogénio e um atomo de carbono,

[0118]Imino: =NR, em que R é um substituinte de imino, por exemplo, por
exemplo, hidrogénio, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo
arila C5-20, preferivelmente H ou um grupo alquila C1.7. Exemplos de grupos imino
incluem, mas nao sao limitados a, =NH, =NMe, e =NEt.

[0119]Amidina (amidino): -C(=NR)NRz2, em que cada R é um substituinte de
amidina, por exemplo, hidrogénio, um grupo alquila C+-7, um grupo heterociclila Cs-20,
ou um grupo arila C5-20, preferivelmente H ou um grupo alquila C+.7. Exemplos de
grupos amidina incluem, mas nao sao limitados a, -C(=NH)NH2, -C(=NH)NMez, e -
C(=NMe)NMez.

Nitro: -NO2.

Nitroso: -NO.

Azido: -Ns.

Ciano (nitrila, carbonitrila): -CN.

Isociano: -NC.

Cianato: -OCN.

Isocianato: -NCO.

Tiociano (tiocianato): -SCN.

Isotiociano (isotiocianato): -NCS.

Sulfidrila (tiol, mercapto): -SH.

[0120]Tioéter (sulfeto): -SR, em que R é um substituinte de tioéter, por
exemplo, um grupo alquila C1-7 (também referido como um grupo alquiltio C1-7), um
grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila
C1-7. Exemplos de grupos alquiltio C1.7 incluem, mas n&o sao limitados a, -SCH3s e -
SCH2CHs.

[0121]Dissulfeto: -SS-R, em que R é um substituinte de dissulfeto, por
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exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-
20, preferivelmente um grupo alquila C1-7 (também referido aqui como dissulfeto de
alquila C1.7). Exemplos de grupos dissulfeto de alquila C+-7 incluem, mas nao s&o
limitados a, -SSCH3 e -SSCH2CHs.

[0122]Sulfina (sulfinila, sulfoxido): -S(=O)R, em que R & um substituinte de
sulfina, por exemplo, um grupo alquila C+-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo
arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos sulfina inclu-
em, mas nao sao limitados a, -S(=0)CHs e -S(=O)CH2CHs.

[0123]Sulfona (sulfonila): -S(=0)2R, em que R é um substituinte de sulfona,
por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila
C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7, incluindo, por exemplo, um grupo al-
quila C+-7 fluorado ou perfluorado. Exemplos de grupos sulfona incluem, mas n&o
sdo limitados a, -S(=0)2CHs (metanossulfonila, mesila), -S(=0)2CF3 (triflila), -
S(=0)2CH2CHs  (esila), -S(=0)2C4F9 (nonaflila), -S(=0)2CH2CF3 (tresila), -
S(=0)2CH2CH2NH2 (taurila), -S(=0)2Ph (fenilsulfonila, besila), 4-metilfenilsulfonila
(tosila), 4-clorofenilsulfonila (closila), 4-bromofenilsulfonila (brosila), 4-nitrofenila (no-
sila), 2-naftalenossulfonato (napsila), e 5-dimetilamino-naftalen-1-ilsulfonato (dansi-
la).

Acido sulfinico (sulfino): -S(=0)OH, -SO2H.

Acido sulfénico (sulfo): -S(=0)20H, -SOzH.

[0124]Sulfinato (éster do acido sulfinico): -S(=O)OR; em que R é um substi-
tuinte de sulfinato, por exemplo, um grupo alquila C1-7z, um grupo heterociclila Cs-20,
ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos
sulfinato incluem, mas n&o séo limitados a, -S(=O)OCHs (metoxissulfinila; sulfinato
de metila) e -S(=0)OCH2CHs (etoxissulfinila; sulfinato de etila).

[0125]Sulfonato (éster do acido sulfénico): -S(=0)20R, em que R € um subs-

tituinte de sulfonato, por exemplo, um grupo alquila C1-7z, um grupo heterociclila C3-20,
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ou um grupo arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C+1-7. Exemplos de grupos
sulfonato incluem, mas ndo s&o limitados a, -S(=0)20CHs (metoxisulfonila; sulfonato
de metila) e -S(=0)20CH2CH?s (etoxissulfonila; sulfonato de etila).

[0126]Sulfiniloxi: -OS(=0)R, em que R é um substituinte de sulfiniloxi, por
exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-
20, preferivelmente um grupo alquila C1.7. Exemplos de grupos sulfiniloxi incluem,
mas n&o sao limitados a, -OS(=0)CHs e -OS(=0)CH2CHs.

[0127]Sulfoniloxi: -OS(=0)2R, em que R é um substituinte de sulfoniloxi, por
exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-
20, preferivelmente um grupo alquila C+1-7. Exemplos de grupos sulfoniléxi incluem,
mas nao sao limitados a, -OS(=0)2CHs (mesilato) e -OS(=0)2CH2CHs (esilato).

[0128]Sulfato: -OS(=0)20R; em que R & um substituinte de sulfato, por
exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-
20, preferivelmente um grupo alquila C+1-7. Exemplos de grupos sulfato incluem, mas
n&o sao limitados a, -OS(=0)20CHs e -SO(=0)20CH2CHs.

[0129]Sulfamila (sulfamoila; amida do acido sulfinico; sulfinamida): -
S(=0)NR'R?, em que R' e R? sdo independentemente substituintes de amino, como
definido para grupos amino. Exemplos de grupos sulfamila incluem, mas nao s&o
limitados a, -S(=O)NHz, -S(=O)NH(CHs), -S(=O)N(CHs)2, -S(=O)NH(CH2CHs), -
S(=O)N(CH2CHs)2, e -S(=O)NHPh.

[0130]Sulfonamido (sulfinamoila; amida do acido sulfénico; sulfonamida): -
S(=0)2NR'R?, em que R' e R? sdo independentemente substituintes de amino, como
definido para grupos amino. Exemplos de grupos sulfonamido incluem, mas n&o s&o
limitados a, -S(=0)2NH2, -S(=0)2NH(CHs), -S(=0)2N(CH3)z2, -S(=0)2NH(CH2CHs), -
S(=0)2N(CH2CHs3)2, e -S(=0)2NHPh.

[0131]Sulfamino: -NR'S(=0)20H, em que R' é um substituinte de amino,

como definido para grupos amino. Exemplos de grupos sulfamino incluem, mas n&o
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sao limitados a, -NHS(=0)20H e -N(CH3)S(=0)20H.

[0132]Sulfonamino: -NR'S(=0)2R, em que R' é um substituinte de amino,
como definido para grupos amino, e R € um substituinte de sulfonamino, por exem-
plo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, pre-
ferivelmente um grupo alquila C17. Exemplos de grupos sulfonamino incluem, mas
n&o sao limitados a, -NHS(=0)2CHs e -N(CH3)S(=0)2C6Hs.

[0133]Sulfinamino: -NR'S(=0)R, em que R' é um substituinte de amino, co-
mo definido para grupos amino, e R € um substituinte de sulfinamino, por exemplo,
um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferi-
velmente um grupo alquila C1-7. Exemplos de grupos sulfinamino incluem, mas nao
sao limitados a, -NHS(=0)CHs e -N(CH3)S(=0)CésHs.

[0134]Fosfino (fosfina): -PR2, em que R é um substituinte de fosfino, por
exemplo, -H, um grupo alquila C+-7, um grupo heterociclila C3-20, ou um grupo arila
C5-20, preferivelmente -H, um grupo alquila C1-7, ou um grupo arila C5-20. Exemplos
de grupos fosfino incluem, mas néo sao limitados a, -PHz2, -P(CHs3)2, -P(CH2CH3)2, -
P(t-Bu)z, e -P(Ph)2.

Fosfo: -P(=0)2.

[0135]Fosfinila (6xido de fosfina): -P(=O)R2, em que R € um substituinte de
fosfinila, por exemplo, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um gru-
po arila C5-20, preferivelmente um grupo alquila C1+7 ou um grupo arila C5-20.
Exemplos de grupos fosfinila incluem, mas ndo s&o limitados a, -P(=O)(CHa)2, -
P(=0)(CH2CHs)2, -P(=0)(t-Bu)2, e -P(=0)(Ph)z.

Acido fosfénico (fosfono): -P(=0)(OH)2.

[0136]Fosfonato (fosfono éster): -P(=0)(OR)2, onde R é um substituinte de
fosfonato, por exemplo, -H, um grupo alquila C1-7z, um grupo heterociclila C3-20, ou um
grupo arila C5-20, preferivelmente -H, um grupo alquila C1-7, ou um grupo arila C5-

20. Exemplos de grupos fosfonato incluem, mas n&o sé&o limitados a, -P(=0)(OCHs)z,
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-P(=0)(OCH2CHpas)2, -P(=0)(O-t-Bu)2, e -P(=0)(OPh)z.

Acido fosférico (fosfonooxi): -OP(=0)(OH)2.

[0137]Fosfato (éster de fosfonooxi): -OP(=0)(OR)2, onde R é um substituinte
de fosfato, por exemplo, -H, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou
um grupo arila C5-20, preferivelmente -H, um grupo alquila C+-7, ou um grupo arila
C5-20. Exemplos de grupos fosfato incluem, mas ndo sao limitados a,
OP(=0)(OCHs)z2, -OP(=0)(OCH2CHs3)z2, -OP(=0)(O-t-Bu)z, e -OP(=0)(OPh)2.

Acido fosforoso: -OP(OH)..

[0138]Fosfito: -OP(OR)2, onde R € um substituinte de fosfito, por exemplo, -
H, um grupo alquila C1-7, um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, pre-
ferivelmente -H, um grupo alquila C1-7, ou um grupo arila C5-20. Exemplos de grupos
fosfito incluem, mas ndo sao limitados a, -OP(OCHs)2, -OP(OCH2CHs3)2, -OP(O-t-
Bu)z2, e -OP(OPh)2.

[0139]Fosforamidita: -OP(OR")-NR?2, onde R' e R? sdo substituintes de fos-
foramidita, por exemplo, -H, um (opcionalmente substituido) grupo alquila C1.7, um
grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente -H, um grupo al-
quila C1-7, ou um grupo arila C5-20. Exemplos de grupos fosforamidita incluem, mas
ndao s&o limitados a, -OP(OCH2CH3)-N(CHs)2, -OP(OCH2CH3)-N(i-Pr)2, e -
OP(OCH2CH2CN)-N(i-Pr)2.

[0140]Fosforamidato: -OP(=0)(OR")-NR?, onde R' e R? sdo substituintes de
fosforamidato, por exemplo, -H, um grupo alquila C1-7 (opcionalmente substituido),
um grupo heterociclila Cs-20, ou um grupo arila C5-20, preferivelmente -H, um grupo
alquila C1-7, ou um grupo arila C5-20. Exemplos de grupos fosforamidato incluem,
mas n&o séo limitados a, -OP(=0)(OCH2CH3)-N(CHs)z2, -OP(=0)(OCH2CH3)-N(i-Pr)2,
e -OP(=0)(OCH2CH2CN)-N(i-Pr)2.

Alquileno

[0141]Alquileno Cs-12: O termo “alquileno Cs-12”, como usado aqui, pertence a
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uma porgédo bidentada obtida removendo-se dois atomos de hidrogénio, tanto do
mesmo atomo de carbono, quanto um de cada um de dois atomos de carbono dife-
rentes, de um composto de hidrocarboneto tendo de 3 a 12 atomos de carbono (a
menos que de outro modo especificado), que pode ser alifatico ou aliciclico, e que
pode ser saturado, parcialmente insaturado, ou completamente insaturado. Assim, o
termo “alquileno” inclui as subclasses alquenileno, alquinileno, cicloalquileno, etc.,
debatidas abaixo.

[0142]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 saturados lineares incluem, mas
nao sao limitados a, -(CHz2)n- onde n € um numero inteiro de 3 a 12, por exemplo, -
CH2CH2CH2-(propileno), -CH2CH2CH2CH2-(butileno), -CH2CH2CH2CH2CHa2-
(pentileno) e -CH2CH2CH2CH-2CH2CH2CH2-(heptileno).

[0143]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 saturados ramificados incluem,
mas nao s&o limitados a, -CH(CH3)CHz2-, -CH(CH3)CH2CHz2-, -CH(CH3)CH2CH2CH2-,
-CH2CH(CH3)CHz2-, -CH2CH(CH3)CH2CH2-, -CH(CH2CH3s)-, -CH(CH2CH3)CH2-, e -
CH2CH(CH2CH3)CHa-.

[0144]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 parcialmente insaturados lineares
(grupos alquenileno e alquinileno Cs-12) incluem, mas nao s&o limitados a, -CH=CH-
CHz-, -CH2-CH=CH2-, -CH=CH-CH2-CH2-, -CH=CH-CH2-CH2-CH2-, -CH=CH-
CH=CH-, -CH=CH-CH=CH-CH2-, -CH=CH-CH=CH-CH2-CH2-, -CH=CH-CH2-
CH=CH-, -CH=CH-CH2-CH2-CH=CH-, e -CH2-C=C-CH>-.

[0145]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 parcialmente insaturados ramifi-
cados (grupos alquenileno e alquinileno Cs-12) incluem, mas ndo sédo limitados a, -
C(CHs)=CH-, -C(CHs)=CH-CH2-, -CH=CH-CH(CHs)- e -C=C-CH(CH3)-.

[0146]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 saturados aliciclicos (cicloalquile-
nos Cs-12) incluem, mas n&o sao limitados a, ciclopentileno (por exemplo, ciclopent-
1,3-ileno), e cicloexileno (por exemplo, cicloex-1,4-ileno).

[0147]Exemplos de grupos alquileno Cs-12 parcialmente insaturados alicicli-
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cos (cicloalquilenos Cs-12) incluem, mas nao s&o limitados a, ciclopentenileno (por
exemplo, 4-ciclopenten-1,3-ileno), cicloexenileno (por exemplo, 2-cicloexen-1,4-ileno;
3-cicloexen-1,2-ileno; 2,5-cicloexadien-1,4-ileno).

[0148]Grupo de protecédo de nitrogénio carbamato: o termo “grupo de prote-
¢ao de nitrogénio carbamato” pertence a uma porgdo que mascara o nitrogénio na
ligacédo de imina, e estes sdo bem conhecidos na técnica. Estes grupos tém a estru-

tura seguinte:

R'“—0_ _0O
Y

*

em que R'"® é R como definido acima. Um nimero grande de grupos ade-
quados é descrito nas paginas 503 a 549 de Greene, T.W. e Wuts, G.M., Protective
Groups in Organic Synthesis, 32 Edicdo, John Wiley & Sons, Inc., 1999, que é incor-
porado aqui por referéncia.

[0149]Grupo de protegédo de nitrogénio hemi-aminal: o termo “grupo de pro-

tecao de nitrogénio hemi-aminal” pertence a um grupo tendo a estrutura seguinte:
10
R'"—O

b

*

em que R'"® é R como definido acima. Um nimero grande de grupos ade-
quados é descrito nas paginas 633 a 647 como grupos de protecdo de amida de
Greene, T.W. e Wuts, G.M., Protective Groups in Organic Synthesis, 32 Edicao, John
Wiley & Sons, Inc., 1999, que é incorporado aqui por referéncia.

[0150]0s grupos Grupo de protecdo de nitrogénio carbamato e Grupo de
protecao de nitrogénio hemi-aminal podem ser juntamente denominados um “grupo
de protegao de nitrogénio para a sintese”.

Conjugados

[0151]A presente invengao fornece um conjugado compreendendo um com-
posto de PBD conectado ao anticorpo via uma Unidade ligadora.

[0152]Em uma forma de realizagdo, o conjugado compreende o anticorpo
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conectado a um grupo contendo espagador, o espagador conectado a um acionador,
0 acionador conectado a um ligador auto-imolativo, e o ligador auto-imolativo conec-

tado a posi¢cdo N10 do composto de PBD. Um tal conjugado é ilustrado abaixo:

Grupo de acionador , . .
conexao Ligador auto-imolativo PBD

— A—] L' e L2

: 3 |

onde Ab é o anticorpo como definido acima e PBD é um composto de pirro-
lobenzodiazepina (D), como descrito aqui. A ilustragcdo mostra as por¢des que cor-
respondem a RY, A, L' e L? em certas formas de realizagdo da invengéo. Rt pode
ser RY" ou R'?. D é D' com R-" ou R*? removido.

[0153]A presente invengao é adequada para o uso em fornecer um compos-
to de PBD a um sitio preferido em um individuo. Nas formas de realizagao preferi-
das, o conjugado permite a liberagdo de um composto de PBD ativo que nao retém
qualquer parte do ligador. Nao existe nenhum resto presente que possa afetar a rea-
tividade do composto de PBD.

[0154]0 ligador fixa o anticorpo a por¢ao D do farmaco de PBD através de
ligacao(des) covalente(s). O ligador € uma por¢ao bifuncional ou multifuncional que
pode ser usada para ligar uma ou mais por¢des do farmaco (D) e uma unidade de
anticorpo (Ab) para formar conjugados de anticorpo-farmaco (ADC). O ligador (R%Y)
pode ser estavel fora de uma célula, isto é extracelular, ou ele pode ser clivavel por
atividade enzimatica, hidrdlise, ou outras condigdes metabdlicas. Conjugados de an-
ticorpo-farmaco (ADC) podem ser convenientemente preparados usando um ligador
tendo funcionalidade reativa para ligar a por¢ao do farmaco e ao anticorpo. Uma cis-
teina tiol, ou uma amina, por exemplo, cadeia de término N ou lateral de aminoacido

tal como lisina, do anticorpo (Ab) pode formar uma ligagado com um grupo funcional
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de um reagente de ligador ou espacgador, por¢ao do farmaco de PBD (D) ou rea-
gente de ligador de farmaco (D%, D -R%), onde R" pode ser R-' ou R*2.

[0155]0s ligadores do ADC preferivelmente impedem a agregagéo de molé-
culas de ADC e mantém o ADC livremente soluvel em meios aquosos € em um es-
tado monomeérico.

[0156]0s ligadores do ADC séao preferivelmente estaveis extracelularmente.
Antes do transporte ou liberacdo em uma célula, o conjugado de anticorpo-farmaco
(ADC) é preferivelmente estavel e permanece intacto, isto € o anticorpo permanece
ligado a porg¢ao do farmaco. Os ligadores sdo estaveis fora da célula alvo e podem
ser clivados em alguma taxa eficaz dentro da célula. Um ligador eficaz: (i) mantera
as propriedades de ligacéo especificas do anticorpo; (ii) permitira a liberagao intrace-
lular do conjugado ou por¢ao do farmaco; (iii) permanecera estavel e intacto, isto é
nao clivado, até que o conjugado fosse liberado ou transportado para o seu sitio al-
vejado; e (iv) mantera um efeito de morte celular, citotoxico ou um efeito citostatico
da porcao do farmaco de PBD. A estabilidade do ADC pode ser medida por técnicas
analiticas padrao tais como espectroscopia de massa, HPLC, e a técnica de separa-
c¢ao/analise LC/MS.

[0157]A fixagcao covalente do anticorpo e da por¢ao do farmaco requer que o
ligador tenha dois grupos funcionais reativos, isto é bivaléncia em um sentido reati-
vo. Reagentes de ligador bivalentes que s&o uteis para fixar duas ou mais porgoes
funcionais ou biologicamente ativas, tais como peptideos, acidos nucleicos, farma-
cos, toxinas, anticorpos, haptenos, e grupos repérteres sdo conhecidos, e métodos
foram descritos para seus conjugados resultantes (Hermanson, G.T. (1996) Biocon-
jugate Techniques; Academic Press: Nova lorque, p 234 - 242).

[0158]Em uma outra forma de realizagéo, o ligador pode ser substituido com
grupos que modulam a agregacao, solubilidade ou reatividade. Por exemplo, um

substituinte de sulfonato pode aumentar a solubilidade em agua do reagente e facili-
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tar a reacdo de acoplamento do reagente de ligador com o anticorpo ou a porg¢ao do
farmaco, ou facilitar a reagdo de acoplamento de Ab-L com D", ou D" -L com Ab, de-
pendendo da via sintética utilizada para preparar o ADC.

[0159]Em uma forma de realizagao, L-R- é um grupo:

\A/L1\L /O\n/ *

0]

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a Unidade do Farmaco (D), Ab é o
anticorpo (L), L' € um ligador, A é um grupo de conexao conectando L' ao anticorpo,
L? é uma ligagédo covalente ou junto com -OC(=0)- forma um ligador auto-imolativo,
e L' ou L? é um ligador clivavel.

L' é preferivelmente o ligador clivavel, e pode ser referido como um aciona-
dor para a ativagao do ligador para clivagem.

[0160]A natureza de L' e L?, onde presentes, pode variar amplamente. Estes
grupos sao escolhidos na base de suas caracteristicas de clivagem, que podem ser
ditas pelas condi¢des no sitio ao qual o conjugado ¢€ liberado. Aqueles ligadores que
sao clivados pela acao de enzimas sao preferidos, embora ligadores que sao cliva-
veis por mudancas no pH (por exemplo, labil em acido ou base), temperatura ou na
irradiacao (por exemplo, fotolabel) também podem ser usados. Ligadores que sao
clivaveis sob condi¢gbes de reducédo ou oxidagao também podem encontrar uso na
presente invengao.

[0161]L" pode compreender uma sequéncia de aminoacido contiguas. A se-
quéncia de aminoacido pode ser o substrato alvo para clivagem enzimatica, desse
modo permitindo a liberagédo de L-R" da posigdo N10.

[0162]Em uma forma de realizagao, L' é clivavel pela agdo de uma enzima.
Em uma forma de realizagdo, a enzima é uma esterase ou uma peptidase.

[0163]Em uma forma de realizag3o, L? esta presente e junto com -C(=0)O-

forma um ligador auto-imolativo. Em uma forma de realizagao, L? € um substrato pa-
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ra atividade enzimatica, desse modo permitindo a liberagdo de L-R- da posigdo N10.

[0164]Em uma forma de realizagéo, onde L' é clivavel pela agdo de uma en-
zima e L2 esta presente, a enzima cliva a ligagéo entre L' e L2.

[0165]L" e L?, onde presentes, podem ser conectados por uma ligagao sele-
cionada de:

-C(=O)NH-,

-C(=0)0-,

-NHC(=0)-,

-OC(=0),

-OC(=0)0-,

-NHC(=0)0-,

-OC(=O)NH-, e

-NHC(=O)NH-.

[0166]Um grupo amino de L' que conecta a L? pode ser o término N de um
aminoacido ou pode ser derivado de um grupo amino de uma cadeia lateral de ami-
noacido, por exemplo uma cadeia lateral de aminoacido lisina.

[0167]Um grupo carboxila de L' que conecta a L? pode ser o término C de
um aminoacido ou pode ser derivado de um grupo carboxila de uma cadeia lateral
de aminoacido, por exemplo uma cadeia lateral de aminoacido acido glutadmico.

[0168]Um grupo hidroxila de L' que conecta a L? pode ser derivado de um
grupo hidroxila de uma cadeia lateral de aminoacido, por exemplo uma cadeia lateral
de aminoacido serina.

[0169]0 termo “cadeia lateral de aminoacido” inclui aqueles grupos encon-
trados em: (i) aminoacidos que ocorrem naturalmente tais como alanina, arginina,
asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptofano,

tirosina, e valina; (ii) aminoacidos menores tais como ornitina e citrulina; (iii) aminoa-
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cidos nao naturais, beta-aminoacidos, analogos sintéticos e derivados de aminoaci-
dos que ocorrem naturalmente; e (iv) todos os enantibmeros, diastereémeros, isome-
ricamente enriquecidos, isotopicamente rotulados (por exemplo, 2H, 3H, C, "5N),
formas protegidas, e misturas racémicas destes.

[O170]Em uma forma de realizagdo, -C(=0)O- e L? juntos formam o grupo:
I\/ \Q\M\/

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a posicao N10, a linha ondulada
indica o ponto de fixagéo ao ligador L', Y é -N(H)-, -O-, -C(=0)N(H)- ou -C(=0)0O-, e
n é 0 a 3. O anel de fenileno é opcionalmente substituido com um, dois ou trés subs-
tituintes como descrito aqui. Em uma forma de realizagao, o grupo fenileno é opcio-
nalmente substituido com halo, NO2, R ou OR.

Em uma forma de realizagao, Y é NH.

[0171]Em uma forma de realizacao, n € 0 ou 1. Preferivelmente, n é 0.

Onde Y € NH e n é 0, o ligador auto-imolativo pode ser referido como um li-
gador de p-aminobenzilcarbonila (PABC).

[0172]0O ligador auto-imolativo levara em consideragao a liberagdo do com-
posto protegido quando um sitio remoto € ativado, procedendo ao longo das linhas

mostradas abaixo (para n=0):

Y ) o
— -~ CO L
O 2

onde L é a forma ativada da porgdo remanescente do ligador. Estes grupos

B

*

tém a vantagem de separar o sitio de ativagdo do composto sendo protegido. Como

descrito acima, o grupo fenileno pode ser opcionalmente substituido.
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[0173]Em uma forma de realizagdo descrita aqui, o grupo L" é um ligador L'
como descrito aqui, que pode incluir um grupo dipeptideo.
[0174]Em uma outra forma de realizagdo, -C(=0)O- e L? juntos formam um

grupo selecionado de:

O
@ o
— a Y

)

N
9 o
o .
=% Y
O

onde o asterisco, a linha ondulada, Y, e n sdo como definidos acima. Cada
anel de fenileno é opcionalmente substituido com um, dois ou trés substituintes co-
mo descrito aqui. Em uma forma de realizag&o, o anel de fenileno tendo o substituin-
te de Y é opcionalmente substituido e o anel de fenileno ndo tendo o substituinte de
Y é nao substituido. Em uma forma de realizagdo, o anel de fenileno tendo o substi-
tuinte de Y € ndo substituido e o anel de fenileno ndo tendo o substituinte de Y é op-
cionalmente substituido.

[0175]Em uma outra forma de realizagdo, -C(=0)O- e L? juntos formam um

grupo selecionado de:
F 0
D’ W
A
K\Y *

onde o asterisco, a linha ondulada, Y, e n sdo como definidos acima, E é O,
SouNR,DéN, CH,ouCR,eFéN, CH, ouCR.
Em uma forma de realizacdo, D é N.

Em uma forma de realizacdo, D é CH.
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Em uma forma de realizacéo, E € O ou S.

Em uma forma de realizacdo, F é CH.

Em uma forma de realizagao preferida, o ligador € um ligador labil em catep-
sina.

[0176]Em uma forma de realizagéo, L' compreende um dipeptideo. O dipep-
tideo pode ser representado como -NH-X1-X2-CO-, onde -NH- e -CO- representam
os terminais N e C dos grupos de aminoacido X1 e Xz respectivamente. Os aminoa-
cidos no dipeptideo podem ser qualquer combinacdo de aminoacidos naturais. Onde
o ligador € um ligador labil em catepsina, o dipeptideo pode ser o sitio de agdo para
clivagem mediada por catepsina.

[0177]Adicionalmente, para aqueles grupos de aminoacidos tendo funciona-
lidade de cadeia lateral de carboxila ou amino, por exemplo Glu e Lys respectiva-
mente, CO e NH podem representar esta funcionalidade de cadeia lateral.

[0178]Em uma forma de realizagdo, o grupo -X1-X2- no dipeptideo, -NH-X1-
X2-CO-, é selecionado de:

-Phe-Lys-,

-Val-Ala-,

-Val-Lys-,

-Ala-Lys-,

-Val-Cit-,

-Phe-Cit-,

-Leu-Cit-,

-lle-Cit-,

-Phe-Arg-,

-Trp-Cit-

onde Cit é citrulina.

[0179]Preferivelmente, o grupo -X1-X2- no dipeptideo, -NH-X1-X2-CO-, é se-
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lecionado de:

-Phe-Lys-,

-Val-Ala-,

-Val-Lys-,

-Ala-Lys-,

-Val-Cit-.

[0180]O mais preferivelmente, o grupo -X1-X2- no dipeptideo, -NH-X1-X2-CO-
, € -Phe-Lys- ou -Val-Ala-.

[0181]0utras combinagdes de dipeptideo podem ser usadas, incluindo aque-
las descritas por Dubowchik et al., Bioconjugate Chemistry, 2002, 13,855 - 869, que
€ incorporado aqui por referéncia.

[0182]Em uma forma de realiza¢do, a cadeia lateral de aminoacido é deriva-
da, onde apropriado. Por exemplo, um grupo amino ou grupo carboxi de uma cadeia
lateral de aminoacido pode ser derivado.

[0183]Em uma forma de realizagdo, um grupo amino NHz de um aminoacido
de cadeia lateral, tal como lisina, € uma forma derivada selecionada do grupo consis-
tindo em NHR e NRR'.

[0184]Em uma forma de realizagdo, um grupo carboxi COOH de um aminoa-
cido de cadeia lateral, tal como acido aspartico, € uma forma derivada selecionada
do grupo consistindo em COOR, CONHz2, CONHR e CONRR'.

[0185]Em uma forma de realizagdo, a cadeia lateral de aminoacido € quimi-
camente protegida, onde apropriado. O grupo de prote¢cdo da cadeia lateral pode ser
um grupo como debatido abaixo em relagdo ao grupo R:. Os presentes inventores
estabeleceram que sequéncias de aminoacido protegidas s&o clivaveis por enzimas.
Por exemplo, foi estabelecido que uma sequéncia de dipeptideo compreendendo um
residuo de Lys protegido por cadeia lateral de Boc é clivavel por catepsina.

[0186]Grupos de protecdo para as cadeias laterais de aminoacidos sdo bem
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conhecidos na técnica e sdo descritos no Novabiochem Catalog. Estratégias de gru-
po de protegdo adicionais s&o apresentadas em Protective Groups in Organic
Synthesis, Greene e Wuts.

[0187]Grupos de protegcdo de cadeia lateral possiveis sdo mostrados abaixo
para aqueles aminoacidos tendo funcionalidade de cadeia lateral reativa:

Arg: Z, Mtr, Tos;

Asn: Trt, Xan;

Asp: Bzl, t-Bu;

Cys: Acm, Bzl, BzI-OMe, BzI-Me, Trt;

Glu: Bzl, t-Bu;

GIn: Trt, Xan;

His: Boc, Dnp, Tos, Trt;

Lys: Boc, Z-Cl, Fmoc, Z, Alloc;

Ser: Bzl, TBDMS, TBDPS;

Thr: Bz;

Trp: Boc;

Tyr: Bzl, Z, Z-Br.

[0188]Em uma forma de realizacdo, a protecdo da cadeia lateral é selecio-
nada para ser ortogonal a um grupo fornecido como, ou como parte de, um grupo de
capeamento, onde presente. Assim, a remog¢ao do grupo de protecédo da cadeia late-
ral ndo remove o grupo de capeamento, ou qualquer funcionalidade do grupo de pro-
tecdo que é parte do grupo de capeamento.

[0189]Em outras formas de realizagdo da inveng¢do, os aminoacidos selecio-
nados s&o aqueles nao tendo nenhuma funcionalidade de cadeia lateral reativa. Por
exemplo, os aminoacidos podem ser selecionados de: Ala, Gly, lle, Leu, Met, Phe,
Pro, e Val.

[0190]Em uma forma de realizagdo, o dipeptideo € usado em combinagao
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com um ligador auto-imolativo. O ligador auto-imolativo pode ser conectado a -Xz-.

[0191]0Onde um ligador auto-imolativo esta presente, -X2- é conectado dire-
tamente ao ligador auto-imolativo. Preferivelmente o grupo -X2-CO- € conectado a Y,
onde Y é NH, desse modo formando o grupo -X2-CO-NH-.

[0192]-NH-X1- é conectado diretamente a A. Pode-se compreender a funcio-
nalidade -CO- desse modo para formar uma ligagdo de amida com -X1-.

[0193]Em uma forma de realizagéo, L' e L? junto com -OC(=0)- compreen-
dem o grupo NH-X1-X2-CO-PABC-. O grupo PABC é conectado diretamente a posi-
¢ao N10. Preferivelmente, o ligador auto-imolativo e o dipeptideo juntos formam o

grupo -NH-Phe-Lys-CO-NH-PABC-, que ¢ ilustrado abaixo:

NH

onde o asterisco indica o ponto de fixacdo a posicdo N10, e a linha ondulada
indica o ponto de fixag&o a porgdo remanescente do ligador L' ou o ponto de fixagéo
a A. Preferivelmente, a linha ondulada indica o ponto de fixagdo a A. A cadeia lateral
do aminoacido Lys pode ser protegida, por exemplo, com Boc, Fmoc, ou Alloc, como
descrito acima.

[0194]Alternativamente, o ligador auto-imolativo e o dipeptideo juntos for-

mam o grupo -NH-Val-Ala-CO-NH-PABC-, que ¢ ilustrado abaixo:

J .
onde o asterisco e a linha ondulada sdo como definidos acima.

[0195]Alternativamente, o ligador auto-imolativo e o dipeptideo juntos for-
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mam o grupo -NH-Val-Cit-CO-NH-PABC-, que ¢ ilustrado abaixo:

1

).
NH

H,N™ ~0

onde o asterisco e a linha ondulada s&o como definidos acima.

[0196]Em uma forma de realizagdo, A é uma ligagédo covalente. Assim, L' e
o anticorpo sdo diretamente conectados. Por exemplo, onde L' compreende uma
sequéncia de aminoacido contigua, o término N da sequéncia pode conectar direta-
mente ao anticorpo.

[0197]Assim, onde A é uma ligagao covalente, a conexao entre o anticorpo e
L' pode ser selecionada de:

-C(=O)NH-,

-C(=0)0O-,

-NHC(=0)-,

-0C(=0)-,

-OC(=0)0-,

-NHC(=0)0O-,

-OC(=O)NH-,

-NHC(=O)NH-,

-C(=O)NHC(=0)-,

-S-,

-S-S-,

-CH2C(=0)-, e

=N-NH-.

[0198]Um grupo amino de L' que conecta ao anticorpo pode ser o término N
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de um aminoacido ou pode ser derivado de um grupo amino de uma cadeia lateral
de aminoacido, por exemplo uma cadeia lateral de aminoacido lisina.

[0199]Um grupo carboxila de L' que conecta ao anticorpo pode ser o término
C de um aminoacido ou pode ser derivado de um grupo carboxila de uma cadeia
lateral de aminoacido, por exemplo uma cadeia lateral de aminoacido de acido glu-
tamico.

[0200]Um grupo hidroxila de L' que conecta ao anticorpo pode ser derivado
de um grupo hidroxila de uma cadeia lateral de aminoacido, por exemplo uma cadeia
lateral de aminoacido serina.

[0201]Um grupo tiol de L' que conecta ao anticorpo pode ser derivado de um
grupo tiol de uma cadeia lateral de aminoacido, por exemplo uma cadeia lateral de
aminoacido serina.

[0202]Os comentarios acima em relagao aos grupos amino, carboxila, hidro-
xila e tiol de L' também aplicam-se ao anticorpo.

[0203]Em uma forma de realizagao, L? junto com -OC(=0)- representa:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a posicado N10, a linha ondulada
indica o ponto de fixagdo a L', n € 0 a 3, Y é uma ligagdo covalente ou um grupo
funcional, e E € um grupo ativavel, por exemplo por agdo enzimatica ou luz, desse
modo para gerar uma unidade auto-imolativa. O anel de fenileno é opcionalmente
substituido ainda com um, dois ou trés substituintes como descrito aqui. Em uma
forma de realizagéo, o grupo fenileno é opcionalmente substituido ainda com halo,
NOz2, R ou OR. Preferivelmente n € 0 ou 1, o mais preferivelmente O.

E é selecionado tal que o grupo € suscetivel a ativagao, por exemplo, por luz

ou pela acado de uma enzima. E pode ser -NO2 ou acido glicorénico. O primeiro pode
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ser suscetivel a agdo de um nitrorredutase, o ultimo a agdo de uma B-glicoronidase.
[0204]Nesta forma de realizagdo, o ligador auto-imolativo levara em conside-
ragao a liberagdo do composto protegido quando E é ativado, procedendo ao longo

das linhas mostradas abaixo (para n=0):

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a posi¢cdo N10, E" é a forma ati-
vada de E, e Y € como descrito acima. Estes grupos tém a vantagem de separar o
sitio de ativagao do composto sendo protegido. Como descrito acima, o grupo fenile-
no pode ser opcionalmente substituido ainda.

[0205]0O grupo Y pode ser uma ligagdo covalente a L.

[0206]O grupo Y pode ser um grupo funcional selecionado de:

-C(=0)-

-NH-

-O-

-C(=O)NH-,

-C(=0)0-,

-NHC(=0)-,

-OC(=0)-,

-OC(=0)0O-,

-NHC(=0)0-,

-OC(=O)NH-,

-NHC(=O)NH-,

-NHC(=O)NH,

-C(=O)NHC(=0)-, e
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-S-.

[0207]0Onde L' é um dipeptideo, é preferido que Y seja -NH- ou -C(=0)-,
desse modo para formar uma ligagdo de amida entre L' e Y. Nesta forma de realiza-
¢ao, a sequéncia de dipeptideo nao precisa ser um substrato para uma atividade
enzimatica.

[0208]Em uma outra forma de realizagdo, A € um grupo espacgador. Assim,
L' e o anticorpo sao indiretamente conectados.

[0209]L" e A podem ser conectados por uma ligagdo selecionada de:

-C(=O)NH-,

-C(=0)0O-,

-NHC(=0)-,

-OC(=0)-,

-OC(=0)0O-,

-NHC(=0)0-,

-OC(=O)NH-, e

-NHC(=O)NH-.

[0210]JEm uma forma de realizagéo, o grupo A é:

R

(0]

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L', a linha ondulada indica o
ponto de fixagdo ao anticorpo, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao, n é 5.

[0211]Em uma forma de realizag&o, o grupo A é:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L', a linha ondulada indica o

ponto de fixagdo ao anticorpo, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao, n é 5.
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[0212]Em uma forma de realizagéo, o grupo A é:

e

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L', a linha ondulada indica o
ponto de fixagdo ao anticorpo, n € 0 ou 1, e m é 0 a 30. Em uma forma de realizagao
preferida,né1emé0a 10, 1 a8, preferivelmente 4 a 8, e 0 mais preferivelmente 4
ou 8. Em uma outra forma de realizacdo, m é 10 a 30, e preferivelmente 20 a 30.
Alternativamente, m é 0 a 50. Nesta forma de realizacdo, m é preferivelmente 10 a
40enen.

[0213]Em uma forma de realizacéo, o grupo A é:
O O
=
A nm ©
O

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L', a linha ondulada indica o
ponto de fixagdo ao anticorpo, n € 0 ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de realizagao
preferida,né1emé0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, e 0 mais preferivelmente 4
ou 8. Em uma outra forma de realizagdo, m é 10 a 30, e preferivelmente 20 a 30.
Alternativamente, m € 0 a 50. Nesta forma de realizacdo, m é preferivelmente 10 a
40ené 1.

[0214]Em uma forma de realizagdo, a conexao entre o anticorpo e A ¢ atra-
vés de um residuo de tiol do anticorpo e um grupo maleimida de A.

[0215]Em uma forma de realizag&o, a conexao entre o anticorpo e A é:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a por¢ao remanescente de A e a

linha ondulada indica o ponto de fixagdo a por¢cdo remanescente do anticorpo. Nesta
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forma de realizagdo, o atomo de S é tipicamente derivado do anticorpo.
[0216]Em cada uma das formas de realizagao acima, uma funcionalidade al-

ternativa pode ser usada no lugar do grupo derivado de maleimida mostrado abaixo:

=

0]

onde a linha ondulada indica o ponto de fixacdo ao anticorpo como antes, e
o asterisco indica a ligagao a porgao remanescente do grupo A.
[0217]Em uma forma de realizagado, o grupo derivado de maleimida € substi-
tuido com o grupo:
1§
_ *
N
—N
N
H

onde a linha ondulada indica o ponto de fixacdo ao anticorpo, e o asterisco
indica a ligagao a por¢cao remanescente do grupo A.

[0218]Em uma forma de realizagao, o grupo derivado de maleimida € substi-
tuido com um grupo, que opcionalmente junto com o anticorpo, € selecionado de:

-C(=O)NH-,

-C(=0)0-,

-NHC(=0)-,

-OC(=0},

-OC(=0)0-,

-NHC(=0)0O-,

-OC(=O)NH-,

-NHC(=O)NH-,

-NHC(=O)NH,

-C(=O)NHC(=0)-,

-S-,
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-S-S-,

-CH2C(=0)-

-C(=0)CHz-,

=N-NH-, e

-NH-N=.

[0219]Em uma forma de realizagao, o grupo derivado de maleimida é substi-

tuido com um grupo, que opcionalmente junto com o anticorpo, € selecionado de:

»/J\J\ /‘”/\J\
. N
b

onde a linha ondulada indica o ponto de fixagdo ao anticorpo ou a ligagao a
porcao remanescente do grupo A, e o asterisco indica o outro do ponto de fixagdo ao
anticorpo ou a ligagao a porgédo remanescente do grupo A.

[0220]0utros grupos adequados para conectar L' ao anticorpo s&o descritos
em WO 2005/082023.

[0221]Em uma forma de realizagdo, o Grupo de Conexao A esta presente, o
Acionador L' esta presente e Ligador auto-imolativo L? esta ausente. Assim, L' e a
unidade de Farmaco sao diretamente conectados via uma ligagdo. Equivalentemen-
te nesta forma de realizagdo, L? é uma ligagdo. Isto pode ser particularmente rele-
vante quando D" é da Férmula Il.

[0222]L" e D podem ser conectados por uma ligagéo selecionada de:

-C(=O)N<,

-C(=0)0O-,

-NHC(=0)-,

-OC(=0),

-OC(=0)0O-,

-NHC(=0)0-,
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-OC(=O)N<, e

-NHC(=O)Nx,

onde N< ou O- sao parte de D.

[0223]Em uma forma de realizagéo, L' e D s&o preferivelmente conectados
por uma ligagao selecionada de:

-C(=O)N<, e

-NHC(=0)-.

[0224]Em uma forma de realizagdo, L' compreende um dipeptideo e uma ex-
tremidade do dipeptideo é ligada a D. Como descrito acima, os aminoacidos no di-
peptideo podem ser qualquer combinacdo de aminoacidos naturais e aminoacidos
nao naturais. Em algumas formas de realizagao, o dipeptideo compreende aminoa-
cidos naturais. Onde o ligador é um ligador labil em catepsina, o dipeptideo é o sitio
de acao para clivagem mediada por catepsina. O dipeptideo depois € um sitio de
reconhecimento para catepsina.

[0225]Em uma forma de realizagdo, o grupo -Xi-Xz2- no dipeptideo, -NH-Xi-
X2-CO-, é selecionado de:

-Phe-Lys-,

-Val-Ala-,

-Val-Lys-,

-Ala-Lys-,

-Val-Cit-,

-Phe-Cit-,

-Leu-Cit-,

-lle-Cit-,

-Phe-Arg-, e

-Trp-Cit-;

onde Cit € citrulina. Em um tal dipeptideo, -NH- é o grupo amino de Xi, e CO
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€ 0 grupo carbonila de Xa.

[0226]Preferivelmente, o grupo -X1-X2- no dipeptideo, -NH-X1-X2-CO-, é se-
lecionado de:

-Phe-Lys-,

-Val-Ala-,

-Val-Lys-,

-Ala-Lys-, e

-Val-Cit-.

[0227]0 mais preferivelmente, o grupo -X1-X2- no dipeptideo, -NH-X1-X2-CO-
, € -Phe-Lys- ou -Val-Ala-.

[0228]0utras combinacdes de dipeptideo de interesse incluem:

-Gly-Gly-,

-Pro-Pro-, e

-Val-Glu-.

[0229]0utras combinacdes de dipeptideo podem ser usadas, incluindo aque-
las descritas acima.

[0230]Em uma forma de realizagdo, L'- D é:

# “NH-X1-X2-CO-N< *

onde -NH-X1-X2-CO ¢é o dipeptideo, -N< é parte da unidade de Farmaco, o
asterisco indica os pontos de fixagao ao restante da unidade de Farmaco, e a linha
ondulada indica o ponto de fixagdo a porcao remanescente de L' ou o ponto de fixa-
¢ao a A. Preferivelmente, a linha ondulada indica o ponto de fixagdo a A.

[0231]Em uma forma de realizagdo, o dipeptideo € valina-alanina e L'- D é:

e
)/'/\HN NVKN/*
H o : '

*

onde os asteriscos, -N< e a linha ondulada sdo como definidos acima.

[0232]Em uma forma de realizagao, o dipeptideo é fenilalanina-lisina e L'- D
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e:
=" 0
/KN N\:/l'kN/*
H C
(@) < *

NH,

onde os asteriscos, -N< e a linha ondulada sdo como definidos acima.
Em uma forma de realizagao, o dipeptideo é valina-citrulina.

[0233]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:

Rels

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica

o ponto de fixagdo a unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao,
néb>.

[0234]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica

o ponto de fixagdo a unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao,
néb>.

[0235]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:

onde o asterisco indica o ponto de fixagédo a L? ou D, a linha ondulada indica
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o ponto de fixagao a unidade de Ligando,n € 0 ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de
realizacao preferida,né1emé 0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, o mais preferi-
velmente 4 ou 8.

[0236]Em uma forma de realizagao, os grupos A-L' s3o:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagcado a unidade de Ligando,n € 0 ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de
realizacao preferida,né1emé0a 10, 1 a7, preferivelmente 3 a 7, o mais preferi-
velmente 3 ou 7.

[0237]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagdo a unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao,
nebs.

[0238]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:
O
|

O C/L1/*
O

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagdo a unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagao,
neébs.

[0239]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:
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BN

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagédo a unidade de Ligando,n € 0 ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de
realizacao preferida,né1emé 0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, o mais preferi-
velmente 4 ou 8.

[0240]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:
0
1
o ” 0 L .
e o
0]

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagado a unidade de Ligando,n € 0 ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de
realizacao preferida,né1emé 0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, o mais preferi-
velmente 4 ou 8.

[0241]Em uma forma de realizagéo, os grupos A-L' sdo:

foCi e

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, S é um grupo enxofre
da unidade de Ligando, a linha ondulada indica o ponto de fixagdo ao restante da
unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizacéo, n é 5.

[0242]Em uma forma de realizagdo, o grupo A-L" é:
0
L1 o
Fe-vthy
0
0

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, S é um grupo enxofre
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da unidade de Ligando, a linha ondulada indica o ponto de fixagdo ao restante da
unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de realizagéo, n € 5.

[0243]Em uma forma de realizag3o, os grupos A'-L":
0 0
H
N n m

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, S é um grupo enxofre
da unidade de Ligando, a linha ondulada indica o ponto de fixagdo ao restante da
unidade de Ligando,n é 0 ou 1, e m é 0 a 30. Em uma forma de realizagao preferida,
nélemeéO0a10, 1a8, preferivelmente 4 a 8, o mais preferivelmente 4 ou 8.

[0244]Em uma forma de realizagéo, os grupos A'-L" sdo:
(0] 0] 1
nm o)
<

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagédo a unidade de Ligando,n € 0ou 1, e m € 0 a 30. Em uma forma de
realizacao preferida,né1emé0a 10, 1 a7, preferivelmente 4 a 8, o mais preferi-
velmente 4 ou 8.

[0245]Em uma forma de realizag&o, os grupos A'-L" sdo:

(0]
@HU/*
S N "
(0]

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagédo ao restante da unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de
realizagao, n é 5.

[0246]Em uma forma de realizag&o, os grupos A'-L" sdo:
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Qe

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagcado ao restante da unidade de Ligando, e n € 0 a 6. Em uma forma de
realizagao, n é 5.

[0247]Em uma forma de realizagéo, os grupos A'-L" s3o:

0
*
0 N © L'
H
N n m
o
—s

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagao ao restante da unidade de Ligando,né 0ou1,emé 0 a 30. Em
uma forma de realizagao preferida,né1emé0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, o
mais preferivelmente 4 ou 8.

[0248]Em uma forma de realizagao, os grupos A'-L" s3o:

&@M\M

onde o asterisco indica o ponto de fixagédo a L? ou D, a linha ondulada indica
o ponto de fixagcdo ao restante da unidade de Ligando,né€0ou 1,emé 0 a 30. Em
uma forma de realizagao preferida,né1emeé 0a 10, 1 a 8, preferivelmente 4 a 8, o
mais preferivelmente 4 ou 8.

[0249]0 grupo RY ¢ derivavel do grupo Rt. O grupo R pode ser convertido a

um grupo RY por conexdo de um anticorpo a um grupo funcional de R-. Outras eta-
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pas podem ser tomadas para converter Rt a R'. Estas etapas podem incluir a remo-
¢ao de grupos de protegao, onde presentes, ou a instalagdo de um grupo funcional
apropriado.

RL

[0250]Ligadores podem incluir porgdes peptidicas clivaveis em protease
compreendendo uma ou mais unidades de aminoacido. Reagentes de ligador de
peptideo podem ser preparados por métodos de sintese de fase sélida ou fase liqui-
da (E. Schroder e K. Lubke, The Peptides, volume 1, paginas 76 - 136 (1965) Aca-
demic Press) que sdo bem conhecidos no campo da quimica de peptideo, incluindo
quimica de t-BOC (Geiser et al “Automation of solid-phase peptide synthesis” em
Macromolecular Sequencing and Synthesis, Alan R. Liss, Inc., 1988, paginas 199 -
218) e quimica de Fmoc/HBTU (Fields, G. e Noble, R. (1990) “Solid phase peptide
synthesis utilizing 9-fluoroenylmethoxycarbonyl amino acids”, Int. J. Peptide Protein
Res. 35:161 - 214), em um sintetizador automatico tal como o Rainin Symphony
Peptide Synthesizer (Protein Technologies, Inc., Tucson, AZ), ou Modelo 433 (Appli-
ed Biosystems, Foster City, CA).

[0251]Ligadores de aminoacido exemplares incluem um dipeptideo, um tri-
peptideo, um tetrapeptideo ou um pentapeptideo. Dipeptideos exemplares incluem:
valina-citrulina (vc ou val-cit), alanina-fenilalanina (af ou ala-phe). Tripeptideos
exemplares incluem: glicina-valina-citrulina (gly-val-cit) e glicina-glicina-glicina (gly-
gly-gly). Residuos de aminoacido que compreendem um componente ligador de
aminoacido incluem aqueles que ocorrem naturalmente, assim como aminoacidos
menores e analogos de aminoacido que nao ocorrem naturalmente, tal como citruli-
na. Componentes ligadores de aminoacido podem ser designados e otimizados em
sua seletividade para clivagem enzimatica por uma enzima particular, por exemplo,
uma protease associada ao tumor, catepsina B, C e D, ou uma plasmina protease.

[0252]Cadeias laterais de aminoacidos incluem aquelas que ocorrem natu-
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ralmente, assim como aminoacidos menores e analogos de aminoacido que nao
ocorrem naturalmente, tal como citrulina. Cadeias laterais de aminoacidos incluem
hidrogénio, metila, isopropila, isobutila, sec-butila, benzila, p-hidroxibenzila, -CH20H,
-CH(OH)CHs, -CH2CH2SCHs3, -CH2CONHz, -CH2COOH, -CH2CH2CONHz, -
CH2CH2COO0H,  -(CH2)sNHC(=NH)NH2,  -(CH2)sNH2,  -(CH2)sNHCOCHs, -
(CH2)sNHCHO,  -(CH2)aNHC(=NH)NH2,  -(CH2)4aNH2,  -(CH2)saNHCOCHs, -
(CH2)sNHCHO, -(CH2)sNHCONHz2, -(CH2)aNHCONH2, -CH2CH2CH(OH)CH2NH2, 2-
piridilmetil-, 3-piridilmetil-, 4-piridilmetil-, fenila, cicloexila, assim como as estruturas

seguintes:

w0 O H_.ﬂ_

20O ”
O el

N
H
[0253]Quando as cadeias laterais de aminoacidos incluem outro que nao hi-
drogénio (glicina), o atomo de carbono ao qual a cadeia lateral de aminoacido é liga-
da é quiral. Cada atomo de carbono ao qual a cadeia lateral de aminoacido € ligada
esta independentemente na configuragao (S) ou (R), ou uma mistura racémica. Rea-
gentes de ligador de farmaco assim podem ser enantiomericamente puros, racémi-
cos, ou diastereomericos.
[0254]Em formas de realizagdao exemplares, cadeias laterais de aminoacidos
sao selecionadas daquelas de aminoacidos naturais e n&o naturais, incluindo alani-

na, acido 2-amino-2-cicloexilacético, acido 2-amino-2-fenilacético, arginina, aspara-
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gina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleuci-
na, leucina, lisina, metionina, norleucina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, tripto-
fano, tirosina, valina, acido y-aminobutirico, acido o,a-dimetil y-aminobutirico, acido
B,B-dimetil y-aminobutirico, ornitina, e citrulina (Cit).

[0255]Um reagente de ligador de dipeptideo valina-citrulina (val-cit ou vc)
exemplar util para construir um intermediario de ligador-por¢gao do farmaco de PBD
para conjugagao a um anticorpo, tendo um espagador auto-imolativo de para-

aminobenzilcarbamoila (PAB) tem a estrutura:

onde Q ¢ alquila C1-C8, -O-(alquila C1-C8), -halogénio, -NO2 ou -CN; e m &
um numero inteiro variando de 0 a 4.

[0256]Um reagente de ligador de dipeptideo phe-lys(Mtr) exemplar tendo um
grupo p-aminobenzila pode ser preparado de acordo com Dubowchik, et al. (1997)

Tetrahedron Letters, 38:5257 - 60, e tem a estrutura:

X OH
ph o (|
H\)k =
LWN : H
Fmoc—N z
H (0]
HN—Mtr

onde Mtr € mono-4-metoxitritila, Q é alquila C1-C8, -O-(alquila C1-C8), -
halogénio, -NO2 ou -CN; e m € um numero inteiro variando de 0 a 4.

[0257]0 ‘“ligador auto-imolativo” PAB (para-aminobenziloxicarbonila), fixa a
por¢cao do farmaco ao anticorpo no conjugado de anticorpo e farmaco (Carl et al

(1981) J. Med. Chem. 24:479 - 480; Chakravarty et al (1983) J. Med. Chem. 26:638 -
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644; US  6214345; US20030130189;  US20030096743;  US6759509;
US20040052793; US6218519; US6835807; US6268488; US20040018194;
WQ098/13059; US20040052793; US6677435; US5621002; US20040121940;
W02004/032828). Outros exemplos de espagadores auto-imolativos além de PAB
incluem, mas nao sao limitados a: (i) compostos aromaticos que sao eletronicamente
similares ao grupo PAB tais como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (Hay et
al. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:2237), tiazois (US 7375078), unidades de PAB
alongadas, multiplas (de Groot et al (2001) J. Org. Chem. 66:8815 - 8830); e orto ou
para-aminobenzilacetais; e (ii) analogos de estiril PAB homologados (US 7223837).
Espacadores podem ser usados que passam por ciclizagdo na hidrdlise da ligagao
de amida, tais como amidas do acido 4-aminobutirico substituidas e nao substituidas
(Rodrigues et al (1995) Chemistry Biology 2:223), sistemas de anel biciclo[2.2.1] e
biciclo[2.2.2] apropriadamente substituidos (Storm et al (1972) J. Amer. Chem. Soc.
94:5815) e amidas do acido 2-aminofenilpropidnico (Amsberry, et al (1990) J. Org.
Chem. 55:5867). A eliminacao de farmacos contendo amina que s&o substituidos em
glicina (Kingsbury et al (1984) J. Med. Chem. 27:1447) também s&o exemplos de
espacadores auto-imolativos uteis em ADC.

[0258]Em uma forma de realizagdo, um reagente de analogo de PAB de di-

peptideo valina-citrulina tem um grupo 2,6 dimetil fenila e tem a estrutura:

H\/l?\ o
FmOC\H T N ; H O)\NHz

NH
HZN/&O
[0259]Reagentes de ligador uteis para os conjugados de anticorpo e farmaco

da invengdo incluem, mas n&o sao limitados a: BMPEO, BMPS, EMCS, GMBS,
HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-

EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC, e sulfo-
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SMPB, e SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato), e reagentes de bis-
maleimida: DTME, BMB, BMDB, BMH, BMOE, 1,8-bis-maleimidodietilenoglicol
(BM(PEOQO)z2), e 1,11-bis-maleimidotrietilenoglicol (BM(PEO)s3), que sdo comercialmen-
te disponiveis da Pierce Biotechnology, Inc., ThermoScientific, Rockford, IL, e outros
fornecedores de reagentes. Reagentes de bis-maleimida permitem a fixagdo de um
grupo tiol livre de um residuo de cisteina de um anticorpo a uma porgao do farmaco
contendo tiol, rétulo, ou intermediario de ligador, em uma forma sequencial ou con-
corrente. Outros grupos funcionais além de maleimida, que séo reativos com um
grupo tiol de um anticorpo, por¢ao do farmaco de PBD, ou intermediario de ligador
incluem iodoacetamida, bromoacetamida, vinil piridina, dissulfeto, dissulfeto de piridi-

la, isocianato, e isotiocianato.

(@)
0 \ o 0
A0~~~ UN A~~~ O
N @) N O N
\ 0 \ /)
(0] (0] (@)

BM(PEO), BM(PEO);

[0260]0utras formas de realizagdo de reagentes de ligador sdo: N-
succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoato (SPP), N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propiona-
to (SPDP, Carlsson et al (1978) Biochem. J. 173:723 - 737), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) cicloexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifun-
cionais de imidoésteres (tais como HCI de adipimidato de dimetila), ésteres ativos
(tal como suberato de disuccinimidila), aldeidos (tal como glutaraldeido), compostos
de bis-azido (tal como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-
diazénio (tal como bis-(p-diazéniobenzoil)-etilenodiamino), diisocianatos (tal como
2,6-diisocianato de tolueno), e compostos de fluor bis-ativos (tal como 1,5-difluoro-
2,4-dinitrobenzeno). Reagentes de ligador uteis também podem ser obtidos via ou-
tras fontes comerciais, tais como Molecular Biosciences Inc. (Boulder, CO), ou sinte-
tizados de acordo com procedimentos descritos em Toki et al (2002) J. Org. Chem.

67:1866 - 1872; US 6214345; WO 02/088172; US 2003130189; US2003096743; WO
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03/026577; WO 03/043583; e WO 04/032828.

[0261]O Ligador pode ser um ligador do tipo dendritico para fixagao covalen-
te de mais do que uma porcao do farmaco através de uma ramificagdo, porcao de
ligador multifuncional a um anticorpo (US 2006/116422; US 2005/271615; de Groot
et al (2003) Angew. Chem. Int. Ed. 42:4490 - 4494; Amir et al (2003) Angew. Chem.
Int. Ed. 42:4494 - 4499; Shamis et al (2004) J. Am. Chem. Soc. 126:1726 - 1731;
Sun et al (2002) Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 12:2213 - 2215; Sun et al
(2003) Bioorganic & Medicinal Chemistry 11:1761 - 1768; King et al (2002) Tetrahe-
dron Letters 43:1987 - 1990). Ligadores dendriticos podem aumentar a razao molar
de farmaco para anticorpo, isto é carga, que é relacionada a poténcia do ADC. As-
sim, onde um anticorpo porta apenas um grupo tiol de cisteina reativo, uma grande
quantidade de porg¢des de farmaco pode ser ligada através de um ligador dendritico
ou ramificado.

[0262]Uma forma de realizagdo exemplar de um ligador do tipo dendritico

tem a estrutura:

onde o asterisco indica o ponto de fixacdo a posicdo N10 de uma porgao
PBD.

Re¢, Grupo de capeamento
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[0263]O conjugado do primeiro aspecto da invengao pode ter um grupo de
capeamento R® na posigdo N10. O Composto E pode ter um grupo de capeamento
RC.

[0264]Em uma forma de realizagao, onde o conjugado € um dimero com ca-
da mondémero sendo da férmula (a), o grupo R'® em uma das unidades de mondéme-
ro € um grupo de capeamento R® ou € um grupo R.

[0265]Em uma forma de realizagao, onde o conjugado € um dimero com ca-
da mondémero sendo da férmula (a), o grupo R'® em uma das unidades de mondéme-
ro € um grupo de capeamento R°.

[0266]Em uma forma de realizagdo, onde o composto E € um dimero com
cada mondémero sendo da férmula (E), o grupo Rt em uma das unidades de mono-
mero € um grupo de capeamento R® ou € um ligador para conexdo a um anticorpo.

[0267]Em uma forma de realizagdo, onde o composto E € um dimero com
cada mondémero sendo da férmula (E), o grupo R em uma das unidades de mono-
mero € um grupo de capeamento RC.

[0268]0 grupo R é removivel da posicdo N10 da porgdo PBD para deixar
uma ligagéo de imina N10-C11, uma carbinolamina, uma carbinolamina substituida,
onde QR é OSO3M, um aduto de bissulfito, uma tiocarbinolamina, uma tiocarbino-
lamina substituida, ou uma carbinalamina substituida.

[0269]Em uma forma de realizagéo, R®, pode ser um grupo de protegdo que
€ removivel para deixar uma ligagao de imina N10-C11, uma carbinolamina, uma
cabinolamina substituida, ou, onde QR é OSOsM, um aduto de bissulfito. Em uma
forma de realizagdo, R® é um grupo de protegdo que é removivel para deixar uma
ligacéo de imina N10-C11.

[0270]O grupo Re° ¢ intencionado a ser removivel sob as mesmas condigdes
como aquelas necessarias para a remogao do grupo R, por exemplo para produzir

uma ligagéo de imina N10-C11, uma carbinolamina e assim por diante. O grupo de
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capeamento age como um grupo de protegéo para a funcionalidade intencionada na
posigao N10. O grupo de capeamento é intencionado a nao ser reativo para um anti-
corpo. Por exemplo, R® ndo é o mesmo como Rt.

[0271]Compostos tendo um grupo de capeamento podem ser usados como
intermediarios na sintese de dimeros tendo um monémero de imina. Alternativamen-
te, compostos tendo um grupo de capeamento podem ser usados como conjugados,
onde o grupo de capeamento € removido no local alvo para produzir uma imina, uma
carbinolamina, uma cabinolamina substituida e assim por diante. Assim, nesta forma
de realizagao, o grupo de capeamento pode ser referido como um grupo de protegao
de nitrogénio terapeuticamente removivel, como definido no pedido mais inicial dos
inventores WO 00/12507.

[0272]Em uma forma de realizagdo, o grupo R® é removivel sob as condi-
¢oes que clivam o ligador R- do grupo R'°. Assim, em uma forma de realizagdo, o
grupo de capeamento € clivavel pela agdo de uma enzima.

[0273]JEm uma forma de realizagdo alternativa, o grupo de capeamento é
removivel antes da conex&o do ligador R- ao anticorpo. Nesta forma de realizagéo, o
grupo de capeamento é removivel sob condigbes que nao clivam o ligador R.

[0274]0Onde um composto inclui um grupo funcional G' para formar uma co-
nexado ao anticorpo, o grupo de capeamento € removivel antes da adicdo ou des-
mascaramento de G'.

[0275]O grupo de capeamento pode ser usado como parte de uma estraté-
gia de grupo de protecéo para garantir que apenas uma das unidades de monémero
em um dimero é conectada a um anticorpo.

[0276]O grupo de capeamento pode ser usado como uma mascara para
uma ligagéo de imina N10-C11. O grupo de capeamento pode ser removido tem tal
tempo conforme a funcionalidade imina é necessaria no composto. O grupo de ca-

peamento também € uma mascara para uma carbinolamina, uma cabinolamina
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substituida, e um aduto de bissulfito, como descrito acima.

[0277]RC pode ser um grupo de protegdo de N10, tais como aquelas grupos
descritos no pedido mais inicial dos inventores, WO 00/12507. Em uma forma de
realizagdo, R® é um grupo de protegdo de nitrogénio terapeuticamente removivel,
como definido no pedido mais inicial dos inventores, WO 00/12507.

[0278]Em uma forma de realizagéo, R® é um grupo de prote¢édo de carbama-
to.

[0279]Em uma forma de realizagéo, o grupo de protegdo de carbamato é se-
lecionado de:

Alloc, Fmoc, Boc, Troc, Teoc, Psec, Cbz e PNZ.

[0280]Opcionalmente, o grupo de protegao de carbamato é selecionado ain-
da de Moc.

[0281]Em uma forma de realizagdo, R® € um grupo ligador R" que carece do
grupo funcional para conexao ao anticorpo.

[0282]Este pedido é particularmente relacionado com aquelas grupos R® que
s&o carbamatos.

[0283]Em uma forma de realizagdo, R® é um grupo:

Gz/Ls\Lz—OY *

)

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a posigdo N10, G? € um grupo de
terminacgao, L® é uma ligagdo covalente ou um ligador clivavel L', L? é uma ligagdo
covalente ou junto com OC(=0) forma um ligador auto-imolativo.

[0284]0Onde L3 e L? sdo ambas ligagdes covalentes, G? e OC(=0) juntos for-
mam um grupo de protecédo de carbamato como definido acima.

L' & como definido acima em relagdo a R0,

L2 & como definido acima em relagdo a R0,

[0285]Varios grupos de terminacdo sao descritos abaixo, incluindo aqueles

com base em grupos de protecdo bem conhecidos.
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[0286]Em uma forma de realizagdo L3 é um ligador clivavel L', e L?, junto
com OC(=0), forma um ligador auto-imolativo. Nesta forma de realizagédo, G? ¢ Ac
(acetila) ou Moc, ou um grupo de protegédo de carbamato selecionado de:

Alloc, Fmoc, Boc, Troc, Teoc, Psec, Cbz e PNZ.

[0287]0Opcionalmente, o grupo de protegao de carbamato é selecionado ain-
da de Moc.

[0288]Em uma outra forma de realizagdo, G? € um grupo acila -C(=0)G?, on-
de G3 é selecionado de alquila (incluindo cicloalquila, alquenila e alquinila), heteroal-
quila, heterociclila e arila (incluindo heteroarila e carboarila). Estes grupos podem ser
opcionalmente substituidos. O grupo acila junto com um grupo amino de L3 ou L?,
onde apropriado, pode formar uma ligagdo de amida. O grupo acila junto com um
grupo hidroxi de L3 ou L2, onde apropriado, pode formar uma ligagao de éster.

[0289]Em uma forma de realizagéo, G® é heteroalquila. O grupo heteroalqui-
la pode compreender polietilenoglicol. O grupo heteroalquila pode ter um heteroato-
mo, tal como O ou N, adjacente ao grupo acila, desse modo formando um grupo
carbamato ou carbonato, onde apropriado, com um heteroatomo presente no grupo
L3 ou L?, onde apropriado.

[0290]Em uma forma de realizagéo, G® é selecionado de NH2, NHR e NRR'.
Preferivelmente, G® é NRR'.

[0291]Em uma forma de realizagdo G? € o grupo:
G“ﬁn\ .

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L3, n € 0 a 6 e G* é selecionado
de OH, OR, SH, SR, COOR, CONH2z, CONHR, CONRR’, NHz2, NHR, NRR’, NO2, e
halo. Os grupos OH, SH, NH2 e NHR s&o protegidos. Em uma forma de realizagao, n
é 1 a 6, e preferivelmente n € 5. Em uma forma de realizagéo, G* é OR, SR, COOR,
CONH2, CONHR, CONRR’, e NRR’. Em uma forma de realizagdo, G* é OR, SR, e

NRR’. Preferivelmente G* é selecionado de OR e NRR’, o mais preferivelmente G* é
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OR. O mais preferivelmente G* € OMe.
[0292]Em uma forma de realizagio, o grupo G? é:

Ty

@)
onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L3, e n e G* sdo como definidos
acima.

[0293]Em uma forma de realizagio, o grupo G? é:

(0]
G N © «
H
n m

onde o asterisco indica o ponto de fixacdoal3, né0ou1, mé0ab50,eG*
é selecionado de OH, OR, SH, SR, COOR, CONH2, CONHR, CONRR’, NH2, NHR,
NRR’, NOz2, e halo. Em uma forma de realizacdo preferida,né1emé0a 10,1 a2,
preferivelmente 4 a 8, e o mais preferivelmente 4 ou 8. Em uma outra forma de reali-
zagcdo,n € 1 emé 10 a 50, preferivelmente 20 a 40. Os grupos OH, SH, NH2e NHR
sdo protegidos. Em uma forma de realizagdo, G* é OR, SR, COOR, CONH,
CONHR, CONRR’, e NRR’. Em uma forma de realizacdo, G* é OR, SR, e NRR'. Pre-
ferivelmente G* é selecionado de OR e NRR’, o mais preferivelmente G* é OR. Pre-
ferivelmente G* é OMe.

[0294]Em uma forma de realizagdo, o grupo G? é:

(0]
G N © i
H
nm o)

onde o asterisco indica o ponto de fixagdo a L3, e n, m e G* sdo como defini-
dos acima.

[0295]Em uma forma de realizagao, o grupo G? é:
m
n
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ondené1a20, méo0 a6, e G*é selecionado de OH, OR, SH, SR, COOR,
CONH2, CONHR, CONRR’, NH2, NHR, NRR’, NOz2, e halo. Em uma forma de reali-
zacao, n € 1 a 10. Em uma outra forma de realizacao, n € 10 a 50, preferivelmente
20 a 40. Em uma forma de realizacao, n € 1. Em uma forma de realizagdo, m é 1. Os
grupos OH, SH, NH2 e NHR séo protegidos. Em uma forma de realizagdo, G* é OR,
SR, COOR, CONH2, CONHR, CONRR’, e NRR'. Em uma forma de realizagdo, G* é
OR, SR, e NRR'. Preferivelmente G* é selecionado de OR e NRR’, o mais preferi-
velmente G* é OR. Preferivelmente G* ¢ OMe.

[0296]Em uma forma de realizagao, o grupo G? é:

m
G4/{\/OJ\/HW‘/ *
n (0]

onde o asterisco indica o ponto de fixacdo a L3, e n, m e G* sdo como defini-
dos acima.

[0297]Em cada uma das formas de realizagdo acima G* pode ser OH, SH,
NH2 e NHR. Estes grupos séo preferivelmente protegidos.

[0298]Em uma forma de realizagdo, OH é protegido com Bzl, TBDMS, ou
TBDPS.

[0299]Em uma forma de realizagdo, SH é protegido com Acm, Bzl, Bzl-OMe,
Bzl-Me, ou Trt.

[0300]Em uma forma de realizagdo, NH2 ou NHR sao protegidos com Boc,
Moc, Z-Cl, Fmoc, Z, ou Alloc.

[0301]Em uma forma de realizagdo, o grupo G? esta presente em combina-
¢ao com um grupo L3, grupo este que é um dipeptideo.

[0302]O grupo de capeamento n&o € intencionado para conexao ao anticor-
po. Assim, o outro monémero presente no dimero serve como o ponto de conexao
ao anticorpo via um ligador. Consequentemente, é preferido que a funcionalidade

presente no grupo de capeamento ndo esteja disponivel para reagdo com um anti-
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corpo. Assim, grupos funcionais reativos tais como OH, SH, NH2, COOH sao preferi-
velmente evitados. Entretanto, tal funcionalidade pode estar presente no grupo de
capeamento se protegido, como descrito acima.

Formas de realizagéo

[0303]Formas de realizagdo da presente invengao incluem ConjA em que o
anticorpo € como definido acima.

[0304]Formas de realizagdo da presente invengao incluem ConjB em que o
anticorpo € como definido acima.

[0305]Formas de realizagédo da presente invencgao incluem ConjC em que o
anticorpo € como definido acima.

[0306]Formas de realizagédo da presente invencao incluem ConjD em que o
anticorpo € como definido acima.

[0307]Formas de realizagdo da presente invengao incluem ConjE em que o
anticorpo € como definido acima.

[0308]Como mencionado acima, algumas formas de realizagdo da invengao
excluem ConjA, ConjB, ConjC, ConjD e ConjE.

Carga de farmaco

[0309]A carga de farmaco € o numero médio de farmacos de PBD por anti-
corpo, por exemplo, anticorpo. Onde os compostos da invengao sao ligados a cistei-
nas, a carga de farmaco pode variar de 1 a 8 farmacos (D%) por anticorpo, isto é on-
de 1, 2,3,4,5,6, 7, e 8 por¢des de farmaco sao covalentemente ligadas ao anticor-
po. Composigdes de conjugados incluem colegbes de anticorpos, conjugados com
uma faixa de farmacos, de 1 a 8. Onde os compostos da invengao sao ligados a lisi-
nas, a carga de farmaco pode variar de 1 a 80 farmacos (D) por anticorpo, embora
um limite superior de 40, 20, 10 ou 8 possa ser preferido. Composigdes de conjuga-
dos incluem cole¢des de anticorpos, conjugados com uma faixa de farmacos, de 1 a

80,1a40,1a20,1a100ou1a8.
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[0310]O numero médio de farmacos por anticorpo em preparagdes de ADC
de reagbes de conjugacgéo pode ser caracterizado por meios convencionais tais co-
mo UV, HPLC de fase reversa, HIC, espectroscopia de massa, ensaio ELISA, e ele-
troforese. A distribuicdo quantitativa de ADC em termos de p também pode ser de-
terminada. Por ELISA, o valor ponderado de p em uma preparacao particular de
ADC pode ser determinado (Hamblett et al (2004) Clin. Cancer Res. 10:7063 - 7070;
Sanderson et al (2005) Clin. Cancer Res. 11:843 - 852). Entretanto, a distribuicao de
valores de p (farmaco) nao é discernivel pela ligagao do anticorpo ao antigeno e limi-
tagdo de detecgao de ELISA. Também, ensaio ELISA para a detecgéo de conjuga-
dos de anticorpo-farmaco nao determina onde as porgdes de farmaco sao ligadas ao
anticorpo, tais como os fragmentos de cadeia pesada ou cadeia leve, ou os residuos
de aminoacido particulares. Em alguns exemplos, separagéao, purificagdo, e caracte-
rizagcdo de ADC homogéneo onde p € um certo valor de ADC com outras cargas de
farmacos podem ser obtidas por meios tais como HPLC de fase reversa ou eletrofo-
rese. Tais técnicas também sao aplicaveis a outros tipos de conjugados.

[0311]Para alguns conjugados de anticorpo-farmaco, p pode ser limitado pe-
lo numero de sitios de fixagdo no anticorpo. Por exemplo, um anticorpo pode ter
apenas um ou varios grupos tiol de cisteina, ou pode ter apenas um ou varios gru-
pos tiol suficientemente reativos através dos quais um ligador pode ser ligado. Carga
de farmaco mais alta, por exemplo, p > 5, pode causar agregagao, insolubilidade,
toxicidade, ou perda de permeabilidade celular de certos conjugados de anticorpo-
farmaco.

[0312]Tipicamente, menos do que a maxima tedrica de porgdes de farmaco
sdo conjugados a um anticorpo durante uma reagao de conjugagdo. Um anticorpo
pode conter, por exemplo, muitos residuos de lisina que ndo reagem com o interme-
diario de farmaco-ligador (D-L) ou reagente de ligador. Apenas os grupos lisina mais

reativos podem reagir com um reagente de ligador reativo em amina. Também, ape-
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nas os grupos cisteina tiol mais reativos podem reagir com um reagente de ligador
reativo em tiol. Geralmente, anticorpos ndo contém muitos, se alguns, grupos cistei-
na tiol livres e reativos que podem ser ligados a uma porg¢ao do farmaco. A maioria
dos residuos de cisteina tiol nos anticorpos dos compostos existe como pontes de
dissulfeto e deve ser reduzida com um agente redutor tal como ditiotreitol (DTT) ou
TCEP, sob condi¢gdes de redugdo parcial ou total. A carga (razdo de farma-
co/anticorpo) de um ADC pode ser controlada em varias maneiras diferentes, inclu-
indo: (i) limitar o excesso molar do intermediario de farmaco-ligador (D-L) ou rea-
gente de ligador em relagao ao anticorpo, (ii) limitar o tempo ou temperatura da rea-
¢ao de conjugacao, e (iii) condigbes redutivas parciais ou limitantes para modificagao
de cisteina tiol.

[0313]Certos anticorpos tém dissulfetos intercadeia reduziveis, isto € pontes
de cisteina. Anticorpos podem ser feitos reativos para conjugagdao com reagentes de
ligador por tratamento com um agente redutor tal como DTT (ditiotreitol). Cada ponte
de cisteina assim formara, teoricamente, dois nucledfilos de tiol reativos. Grupos nu-
cleofilicos adicionais podem ser introduzidos em anticorpos através da reacao de
lisinas com 2-iminotiolano (reagente de Traut) resultando na conversao de uma ami-
na em um tiol. Grupos tiol reativos podem ser introduzidos no anticorpo (ou fragmen-
to deste) engendrando-se um, dois, trés, quatro, ou mais residuos de cisteina (por
exemplo, preparando anticorpos mutantes compreendendo um ou mais residuos de
aminodcido cisteina nado reativos). US 7521541 mostra a engenharia de anticorpos
por introducdo de aminoacidos cisteina reativos.

[0314]Aminoacidos cisteina podem ser engendrados em sitios reativos em
um anticorpo e que nao formam liga¢des dissulfeto intracadeia ou intermoleculares
(Junutula, et al., 2008b Nature Biotech., 26(8):925 - 932; Dornan et al (2009) Blood
114(13):2721 - 2729; US 7521541; US 7723485; WO2009/052249). Os tidis de ciste-

ina engendrados podem reagir com reagentes de ligador ou os reagentes de ligador
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de farmaco da presente invengdo que tém grupos eletrofilicos reativos em tiol tais
como maleimida ou alfa-halo amidas para formar ADC com anticorpos engendrados
com cisteina e as porg¢oes de farmaco de PBD. O local da por¢ao do farmaco assim
pode ser projetado, controlado, e conhecido. A carga de farmaco pode ser controla-
da visto que os grupos cisteina tiol engendrados tipicamente reagem com reagentes
de ligador reativos em tiol ou reagentes de ligador de farmaco em rendimento alto. A
engenharia de um anticorpo de IgG para introduzir um aminoacido cisteina por subs-
tituicdo em um unico sitio na cadeia pesada ou leve fornece duas novas cisteinas no
anticorpo simétrico. Uma carga de farmaco perto de 2 pode ser obtida com homoge-
neidade aproximada do produto de conjugagéo ADC.

[0315]Alternativamente, a conjugacgao especifica de sitio pode ser obtida en-
gendrando-se anticorpos para conter aminoacidos ndo naturais em suas cadeias
pesadas e/ou leves como descrito por Axup et al. ((2012), Proc Natl Acad Sci U S A.
109(40):16101 - 16116). Os aminoacidos nao naturais fornecem a vantagem adicio-
nal de que a quimica ortogonal pode ser projetada para fixar o reagente de ligador e
farmaco.

[0316]Onde mais do que um grupo nucleofilico ou eletrofilico do anticorpo
reage com um intermediario de farmaco-ligador, ou reagente de ligador seguido por
porgcao do reagente de farmaco, entdo o produto resultante € uma mistura de com-
postos de ADC com uma distribuicdo de por¢des de farmaco ligadas a um anticorpo,
por exemplo, 1, 2, 3, etc. Métodos de cromatografia liquida tais como fase reversa
polimérica (PLRP) e interagdo hidrofébica (HIC) podem separar os compostos na
mistura pelo valor da carga de farmaco. Preparagdes de ADC com um unico valor da
carga de farmaco (p) podem ser isoladas, entretanto, estes ADCs de valor de carga
unico ainda podem ser misturas heterogéneas porque as porg¢des de farmaco podem
ser ligadas, por intermédio do ligador, em sitios diferentes no anticorpo.

[0317]Assim as composigdes de conjugado de anticorpo-farmaco da inven-
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¢ao incluem misturas de compostos de conjugado de anticorpo-farmaco onde o anti-
corpo tem uma ou mais porg¢des de farmaco de PBD e onde as porgdes de farmaco
podem ser ligadas ao anticorpo em varios residuos de aminoacido.

[0318]Em uma forma de realizagdo, 0 niumero médio de grupos pirroloben-
zodiazepina diméricos por anticorpo esta na faixa de 1 a 20. Em algumas formas de
realizacao a faixa é selecionadade 1a8,2a8,2a6,2a4,e4as.

[0319]Em algumas formas de realizagdo, existe um grupo pirrolobenzodia-
zepina dimérico por anticorpo.

Inclui Outras Formas

[0320]A menos que de outro modo especificado, incluidas no acima sao as
formas ibnicas, salinas, de solvato e protegidas bem conhecidas destes substituin-
tes. Por exemplo, uma referéncia a acido carboxilico (-COOH) também inclui a forma
anibnica (carboxilato) (-COO"), um sal ou solvato desta, assim como formas protegi-
das convencionais. Similarmente, uma referéncia a um grupo amino inclui a forma
protonada (-N*HR'R?), um sal ou solvato do grupo amino, por exemplo, um sal de
cloridreto, assim como formas protegidas convencionais de um grupo amino. Simi-
larmente, uma referéncia a um grupo hidroxila também inclui a forma aniénica (-O"),
um sal ou solvato desta, assim como formas protegidas convencionais.

Sais

[0321]Pode ser conveniente ou desejavel preparar, purificar, e/ou manejar
um sal correspondente do composto ativo, por exemplo, um sal farmaceuticamente-
aceitavel. Exemplos de sais farmaceuticamente aceitaveis sao debatidos em Berge,
et al., J. Pharm. Sci., 66, 1 - 19 (1977).

[0322]Por exemplo, se o composto for anidnico, ou tiver um grupo funcional
que pode ser anibnico (por exemplo, -COOH pode ser -COO"), entdo um sal pode
ser formado com um cation adequado. Exemplos de cations inorganicos adequados

incluem, mas ndo sao limitados a, ions de metal alcalino tais como Na* e K*, cations
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alcalinos terrosos tais como Ca?* e Mg?*, e outros cations tais como Al*3. Exemplos
de cétions organicos adequados incluem, mas nao sao limitados a, ion aménio (isto
€ NH4%) e ions amdnios substituidos (por exemplo, NH3R*, NH2R2*, NHR3*, NR4").
Exemplos de alguns ions aménios substituidos adequados sdo aquelas derivados
de: etilamina, dietilamina, dicicloexilamina, trietilamina, butilamina, etilenodiamino,
etanolamina, dietanolamina, piperazina, benzilamina, fenilbenzilamina, colina, me-
glumina, e trometamina, assim como aminoacidos, tais como lisina e arginina. Um
exemplo de um ion amdnio quaternario comum é N(CHs)4*.

[0323]Se o composto for catibnico, ou tiver um grupo funcional que pode ser
catibnico (por exemplo, -NHz2 pode ser -NHs*), entdo um sal pode ser formado com
um anion adequado. Exemplos de anions inorganicos adequados incluem, mas nao
sao limitados, aqueles derivados dos acidos inorganicos seguintes: cloridrico, bromi-
drico, iodidrico, sulfurico, sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico, e fosforoso.

[0324]Exemplos de anions organicos adequados incluem, mas n&o sao limi-
tados, aqueles derivados dos acidos organicos seguintes: 2-acetioxibenzoico, acéti-
co, ascorbico, aspartico, benzoico, canforsulfénico, cinamico, citrico, edético, etano-
dissulfénico, etanossulfonico, fumarico, glicoepténico, glicénico, glutdmico, glicélico,
hidroximaleico, hidroxinaftaleno carboxilico, isetidnico, lactico, lactobiénico, laurico,
maleico, malico, metanossulfénico, mucico, oleico, oxalico, palmitico, pamoico, pan-
toténico, fenilacético, fenilsulfénico, propidnico, piravico, salicilico, estearico, succini-
co, sulfanilico, tartarico, toluenossulfénico, acido trifluoroacético e valérico. Exemplos
de anions orgénicos poliméricos adequados incluem, mas n&o sao limitados, aqueles
derivados dos acidos poliméricos seguintes: acido tanico, carboximetil celulose.

Solvatos

[0325]Pode ser conveniente ou desejavel preparar, purificar, e/ou manejar
um solvato correspondente do composto ativo. O termo “solvato” € usado aqui no

sentido convencional para referir-se a um complexo de soluto (por exemplo, compos-
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to ativo, sal de composto ativo) e solvente. Se o solvente for agua, o solvato pode
ser convenientemente referido como um hidrato, por exemplo, um mono-hidrato, um
di-hidrato, um tri-hidrato, etc.

[0326]A invengao inclui compostos onde um solvente se junta através da li-

gagao de imina da por¢cado PBD, que é ilustrada abaixo onde o solvente é agua ou

um alcool (R*OH, onde RA é alquila C1-4):

9
R B on R

RAOH

[0327]Estas formas podem ser chamadas as formas de carbinolamina e éter
de carbinolamina do PBD (como descrito na segdo referem-se a R'® acima). O ba-
lanceamento destes equilibrios depende das condigcbes em que os compostos sao
encontrados, assim como da natureza da porgao propriamente dita.

[0328]Estes compostos particulares podem ser isolados na forma sdlida, por
exemplo, por liofilizagéo.

Isbmeros

[0329]Certos compostos da invengdo podem existir em uma ou mais formas
geométricas, Opticas, enantioméricas, diastereoméricas, epiméricas, atropicas, este-
reoisoméricas, tautoméricas, conformacionais, ou anoméricas particulares, incluindo
mas nao limitadas a, formas cis e trans; formas E e Z; formas c, t, e r; formas endo e
exo; formas R, S, e meso; formas D e L; formas d e |; formas (+) e (-); formas ceto,
enol, e enolato; formas sin e anti; formas sinclinais e anticlinais; formas a e ; formas
axiais e equatoriais; formas de bote, cadeira, tranga, envelope, e meia-cadeira; e
combinagdes destes, em seguida coletivamente referidos como “isémeros” (ou “for-
mas isoméricas”).

[0330]0O termo “quiral” refere-se a moléculas que tém a propriedade de ca-
pacidade de n&o superposi¢do do parceiro de imagem idéntica, enquanto o termo

“aquiral” refere-se a moléculas que sdo superponiveis em seu parceiro de imagem
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idéntica.

[0331]O termo “esterecisébmeros” refere-se a compostos que tém constitui-
¢ao quimica idéntica, mas diferem quanto ao arranjo dos atomos ou grupos no espa-
GO.

[0332]“Diasteredbmero” refere-se a um estereoisdbmero com dois ou mais cen-
tros de quiralidade e cujas moléculas ndo sao imagens idénticas entre si. Diastere6-
meros tém propriedades fisicas diferentes, por exemplo, pontos de fusdo, pontos de
ebulicdo, propriedades espectrais, e reatividades. Misturas de diasteredmeros po-
dem separar sob procedimentos analiticos de alta resolugao tais como eletroforese e
cromatografia.

[0333]“Enantidmeros” referem-se a dois estereocisbmeros de um composto
que sao imagens idénticas n&o superponiveis uma da outra.

[0334]Definicbes estereoquimicas e convengdes usadas aqui geralmente
seguem S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984)
McGraw-Hill Book Company, Nova lorque; e Eliel, E. e Wilen, S., “Stereochemistry of
Organic Compounds”, John Wiley & Sons, Inc., Nova lorque, 1994. Os compostos da
invengao podem conter centros assimétricos ou quirais, e portanto existir em formas
estereoisoméricas diferentes. E intencionado que todas as formas estereoisoméricas
dos compostos da invengao, incluindo mas nao limitadas a, diastereébmeros, enanti-
Omeros e atropisdbmeros, assim como misturas destes tais como misturas racémicas,
formam parte da presente invengao. Muitos compostos organicos existem em formas
opticamente ativas, isto €, eles tém a capacidade de girar o plano da luz polarizada
no plano. Em descrever um composto opticamente ativo, os prefixos De L, ouRe S,
sao usados para denotar a configuragao absoluta da molécula sobre seu(s) centro(s)
quiral(is). Os prefixos d e | ou (+) e (-) séo utilizados para designar o sinal de rotagao
da luz polarizada no plano pelo composto, com (-) ou | significando que o composto

é levogiro. Um composto prefixado com (+) ou d € dextrorrotatério. Para uma estru-
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tura quimica dada, estes estereoisbmeros sdo idénticos exceto que eles sdo ima-
gens idénticas entre si. Um estereoisdbmero especifico também pode ser referido
como um enantidmero, e uma mistura de tais isdbmeros é frequentemente chamada
uma mistura enantiomérica. Uma mistura a 50:50 de enantidmeros € referida como
uma mistura racémica ou um racemato, que podem ocorrer onde nao houve nenhu-
ma estereosselecao ou estereoespecificidade em uma reacdo quimica ou processo.
Os termos “mistura racémica” e “racemato” referem-se a uma mistura equimolar de
duas espécies enantioméricas, destituidas de atividade 6ptica.

[0335]Note que, exceto como debatido abaixo para formas tautoméricas, es-
pecificamente excluidos do termo “isémeros”, como usado aqui, sdo isbmeros estru-
turais (ou constitucionais) (isto € isbmeros que diferem nas conexdes entre atomos
ao invés de meramente pela posigao de atomos no espago). Por exemplo, uma refe-
réncia a um grupo metoxi, -OCHs, ndo deve ser interpretada como uma referéncia ao
seu isébmero estrutural, um grupo hidroximetila, -CH20H. Similarmente, uma referén-
cia a orto-clorofenila ndo deve ser interpretada como uma referéncia ao seu isémero
estrutural, meta-clorofenila. Entretanto, uma referéncia a uma classe de estruturas
pode incluir satisfatoriamente formas estruturalmente isoméricas que caem dentro
desta classe (por exemplo, alquila C1-7 inclui n-propila e iso-propila; butila inclui n-,
iso-, sec-, e terc-butila; metoxifenila inclui orto-, meta-, e para-metoxifenila).

[0336]A exclusdo acima nao pertence a formas tautoméricas, por exemplo,
formas de ceto, enol, e enolato, como, por exemplo, nos pares tautoméricos seguin-
tes: ceto/enol (ilustrado abaixo), imina/enamina, amida/imino alcool, amidi-

na/amidina, nitroso/oxima, tiocetona/enetiol, N-nitroso/hiroxiazo, e nitro/aci-nitro.

" o W OH H o
—C—-C, = c=C == c=c’

[N /7N H /N

ceto enol enolato

[0337]0O termo “tautébmero” ou “forma tautomérica” refere-se a isbmeros es-

truturais de energias diferentes que sao interconversiveis via uma barreira de ener-
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gia baixa. Por exemplo, tautdbmeros de proton (também conhecidos como tautémeros
prototrépicos) incluem interconversdes via migragao de um préton, tais como isome-
rizagbes de ceto-enol e imina-enamina. Tautdmeros de valéncia incluem intercon-
versdes por reorganizagéo de alguns dos elétrons de ligagao.

[0338]Note que especificamente incluidos no termo “isbmero” sdo compos-
tos com uma ou mais substituicoes isotopicas. Por exemplo, H pode estar em qual-
quer forma isotdpica, incluindo 'H, ?H (D), e 3H (T); C pode estar em qualquer forma
isotdpica, incluindo '2C, '3C, e '*C; O pode estar em qualquer forma isotdpica, inclu-
indo %0 e '80; e semelhantes.

[0339]Exemplos de is6topos que podem ser incorporados em compostos da
invengao incluem is6topos de hidrogénio, carbono, nitrogénio, oxigénio, fosforoso,
flior, e cloro, tais como, mas nao limitados a ?H (deutério, D), H (tritio), ''C, '3C,
14C, BN, '8F, 31p, 32p 355 36C| e 125], Varios compostos isotopicamente rotulados da
presente invengao, por exemplo aqueles em que is6topos radioativos tais como 3H,
13C, e 14C sao incorporados. Tais compostos isotopicamente rotulados podem ser
uteis em estudos metabdlicos, estudos cinéticos de reagao, técnicas de detecgao ou
imageamento, tais como tomografia de emissado positronica (PET) ou tomografia
computadorizada de emissao de féton unico (SPECT) incluindo ensaios de distribui-
¢ao de farmaco ou tecido de substrato, ou em tratamento radioativo de pacientes. Os
compostos terapéuticos rotulados com deutério ou substituidos da invengdo podem
ter propriedades de DMPK melhoradas (metabolismo do farmaco e farmacocinética),
referem-se a distribuigdo, metabolismo, e excre¢ao (ADME). A substituicdo com iso-
topos mais pesados tal como deutério pode fornecer certas vantagens terapéuticas
que resultam de maior estabilidade metabdlica, por exemplo meia-vida in vivo au-
mentada ou necessidades de dosagem reduzidas. Um composto rotulado com 18F
pode ser util para estudos de PET ou SPECT. Compostos isotopicamente rotulados

desta invengéo e pré-farmacos destes geralmente podem ser preparados realizando-
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se os procedimentos divulgados nos esquemas ou nos exemplos e preparagoes
descritos abaixo substituindo-se um reagente isotopicamente rotulado prontamente
disponivel no lugar de um reagente ndo isotopicamente rotulado. Além disso, a
substituicdo com isétopos mais pesados, particularmente deutério (isto €, 2H ou D)
pode fornecer certas vantagens terapéuticas que resultam de maior estabilidade me-
tabdlica, por exemplo meia-vida in vivo aumentada ou necessidades de dosagem
reduzidas ou uma melhora no indice terapéutico. E entendido que deutério neste
contexto é considerado como um substituinte. A concentracdo de um tal isétopo
mais pesado, especificamente deutério, pode ser definida por um fator de enriqueci-
mento isotdpico. Nos compostos desta invencao qualquer atomo nao especificamen-
te designado como um is6topo particular é significado como representando qualquer
isétopo estavel deste atomo.

[0340]A menos que de outro modo especificado, uma referéncia a um com-
posto particular inclui todas as tais formas isoméricas, incluindo (inteiramente ou
parcialmente) racémicas e outras misturas destas. Métodos para a preparagao (por
exemplo, sintese assimétrica) e separagao (por exemplo, cristalizagéo parcial e mei-
os cromatograficos) de tais formas isoméricas sdo conhecidos na técnica ou sao fa-
cilmente obtidos adaptando-se os métodos mostrados aqui, ou métodos conhecidos,
em uma maneira conhecida.

Atividade biolbgica

Ensaios de proliferacdo celular in vitro

[0341]Geralmente, a atividade citotdxica ou citostatica de um conjugado de
anticorpo-farmaco (ADC) é medida: expondo-se células mamiferas tendo proteinas
receptoras ao anticorpo do ADC em um meio de cultura celular; cultivando-se as cé-
lulas por um periodo de cerca de 6 horas a cerca de 5 dias; e medindo-se a viabili-
dade celular. Ensaios in vitro com base em célula s&o usados para medir a viabilida-

de (proliferagao), citotoxicidade, e indugao de apoptose (ativagdo de caspase) de um
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ADC da invencao.

[0342]A poténcia in vitro de conjugados de anticorpo-farmaco pode ser me-
dida por um ensaio de proliferagao celular. O Ensaio de Viabilidade de Célula Lumi-
nescente CellTiter-Glo® é um método de ensaio homogéneo comercialmente dispo-
nivel (Promega Corp., Madison, WI) com base na expressédo recombinante de lucife-
rase de Coleoptera (Patentes US N 5583024; 5674713 e 5700670). Este ensaio de
proliferacdo celular determina o numero de células viaveis em cultura com base na
quantificacdo do ATP presente, um indicador de células metabolicamente ativas
(Crouch et al (1993) J. Immunol. Meth. 160:81 - 88; US 6602677). O ensaio CellTiter-
Glo® é conduzido em formato de 96 reservatdrios, tornando-o receptivo a triagem de
alta produtividade automatica (HTS) (Cree et al (1995) AntiCancer Drugs 6:398 -
404). O procedimento de ensaio homogéneo envolve adicionar o Unico reagente
(Reagente CellTiter-Glo®) diretamente as células cultivadas em meio suplementado
com soro. Lavagem de célula, remogéao do meio e etapas de pipetagao multiplas n&o
sdo necessarias. O sistema detecta apenas 15 células/reservatério em um formato
de 384 reservatorios em 10 minutos depois de adicionar o reagente e misturar. As
células podem ser tratadas continuamente com ADC, ou elas podem ser tratadas e
separadas de ADC. Geralmente, células tratadas brevemente, isto € 3 horas, mos-
traram os mesmos efeitos de poténcia como células continuamente tratadas.

[0343]0 formato homogéneo de “adicionar-misturar-medir” resulta em lise
celular e geragdo de um sinal luminescente proporcional a quantidade de ATP pre-
sente. A quantidade of ATP é diretamente proporcional ao numero de células pre-
sentes em cultura. O Ensaio CellTiter-Glo® gera um sinal luminescente do “tipo in-
candescente”, produzido pela reagéo de luciferase, que tem uma meia-vida geral-
mente maior do que cinco horas, dependendo do tipo de célula e meio usados. Célu-
las viaveis sao refletidas em unidades de luminescéncia relativas (RLU). O substrato,

Beetle Luciferina, é oxidativamente descarboxilado por luciferase de vaga-lume re-
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combinante com conversao concomitante de ATP a AMP e geracao de fotons.

[0344]A poténcia in vitro de conjugados de anticorpo-farmaco também pode
ser medida por um ensaio de citotoxicidade. Células aderentes cultivadas sao lava-
das com PBS, separadas com tripsina, diluidas em meio completo, contendo 10 %
de FCS, centrifugadas, recolocadas em suspensdo em meio fresco e contadas com
um hemocitdmetro. Culturas em suspensao sdo contadas diretamente. suspensodes
de célula monodispersas adequadas para contagem podem requerer agitacdo da
suspensao por aspiragao repetida para quebrar grupos de células.

[0345]A suspensao celular é diluida a densidade de semeadura desejada e
dispensada (100 pl por reservatorio) em placas de 96 reservatorios pretas. Placas de
linhagens de célula aderentes s&o incubadas durante a noite para permitir a aderén-
cia. Culturas de célula em suspensao podem ser usadas no dia da semeadura.

[0346]Uma solugcao de estoque (1 ml) de ADC (20 pg/ml) é fabricada no
meio de cultura celular apropriado. Diluicdes seriais de 10 vezes de ADC de estoque
sao feitas em tubos de centrifuga de 15 ml transferindo-se serialmente 100 pl a 900
Ml de meio de cultura celular.

[0347]Quatro reservatérios replicados de cada diluicao de ADC (100 pl) séo
dispensados em placas pretas de 96 reservatérios, previamente plaqueadas com
suspensao celular (100 pl), resultando em um volume final de 200 ul. Reservatorios
de controle recebem o meio de cultura celular (100pl).

[0348]Se o tempo de duplicagédo da linhagem celular for maior do que 30 ho-
ras, a incubacao de ADC é por 5 dias, de outro modo uma incubacgao de quatro dias
é feita.

[0349]No final do periodo de incubacéo, a viabilidade celular é avaliada com
o ensaio Alamar blue. AlamarBlue (Invitrogen) é dispensado sobre a placa inteira (20
Ml por reservatério) e incubado por 4 horas. A fluorescéncia de Alamar blue é medida

a excitacédo de 570 nm, emissao de 585 nm no leitor de placa instantaneo Varioskan.
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A porcentagem de sobrevivéncia celular é calculada da fluorescéncia média nos re-
servatorios tratados com ADC comparada a fluorescéncia média nos reservatorios
de controle.

Uso

[0350]Os conjugados da invengao podem ser usados para fornecer um com-
posto de PBD em um local alvo.

[0351]0 local alvo é preferivelmente uma populacao de célula proliferativa. O
anticorpo € um anticorpo para um antigeno presente em uma populagédo de célula
proliferativa.

[0352]Em uma forma de realizagao o antigeno é ausente ou presente em um
nivel reduzido em uma populacéo de célula nao proliferativa comparado a quantida-
de de antigeno presente na populagao de célula proliferativa, por exemplo uma po-
pulacdo de célula tumoral.

[0353]No local alvo o ligador pode ser clivado de modo a liberar um compos-
to RelA, RelB, RelC, RelD ou RelE. Assim, o conjugado pode ser usado para forne-
cer seletivamente um composto RelA, RelB, Rel C, RelD ou RelE ao local alvo.

O ligador pode ser clivado por uma enzima presente no local alvo.

O local alvo pode ser in vitro, in vivo ou ex vivo.

[0354]0s compostos de conjugado de anticorpo-farmaco (ADC) da invengao
incluem aqueles com utilidade para atividade anticancer. Em particular, os compos-
tos incluem um anticorpo conjugado, isto € covalentemente ligado por um ligador, a
uma porgao do farmaco de PBD, isto é toxina. Quando o farmaco nao é conjugado a
um anticorpo, o farmaco de PBD tem um efeito citotoxico. A atividade biologica da
porgcao do farmaco de PBD é assim modulada por conjugagédo a um anticorpo. Os
conjugados de anticorpo-farmaco (ADC) da invengao seletivamente liberam uma
dose eficaz de um agente citotoxico ao tecido tumoral como maior seletividade, isto

€ uma dose eficaz mais baixa, pode ser obtida.
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[0355]Assim, em um aspecto, a presente inveng¢ao fornece um composto de
conjugado como descrito aqui para o uso em terapia.

[0356]Em um outro aspecto a mesma também fornece um composto de con-
jugado como descrito aqui para o uso no tratamento de uma doencga proliferativa.
Um segundo aspecto da presente invengao fornece o uso de um composto de con-
jugado na fabricagdo de um medicamento para tratar uma doenga proliferativa.

[0357]Uma pessoa de habilidade comum na técnica é facilmente capaz de
determinar se ou ndo um conjugado candidato trata uma condi¢ao proliferativa para
qualquer tipo de célula particular. Por exemplo, ensaios que podem ser convenien-
temente usados para avaliar a atividade oferecida por um composto particular sdo
descritos nos exemplos abaixo.

[0358]0O termo “doenca proliferativa” pertence a uma proliferagao celular in-
desejada ou descontrolada de células excessivas ou anormais que é indesejada, tal
como, crescimento neoplastico ou hiperplastico, se in vitro ou in vivo.

[0359]Exemplos de condigdes proliferativas incluem, mas nao sao limitados
a, proliferagao celular benigna, pré-maligna, e maligna, incluindo mas nao limitadas
a, neoplasmas e tumores (por exemplo, histocitoma, glioma, astrocitoma, osteoma),
canceres (por exemplo, cancer de pulmao, cancer de pulméao de células pequenas,
cancer gastrointestinal, cancer colorretal, cancer de célon, carcinoma de mama, car-
cinoma de ovario, cancer de prostata, cancer testicular, cancer de figado, cancer
renal, cancer de bexiga, cancer de pancreas, cancer cerebral, sarcoma, osteossar-
coma, sarcoma de Kaposi, melanoma), linfomas, leucemias, psoriase, doengas 0s-
seas, transtornos fibroproliferativos (por exemplo, de tecidos conjuntivos), e ateros-
clerose. Canceres de interesse particular incluem, mas nao sao limitados a, leucemi-
as e canceres ovarianos.

[0360]Qualquer tipo de célula pode ser tratado, incluindo mas nao limitado a,

pulmao, gastrointestinal (incluindo, por exemplo, intestino, célon), mama (mamario),

Peticao 870210115982, de 15/12/2021, pag. 113/236



97/211

ovario, prostata, figado (hepatico), rim (renal), bexiga, pancreas, cérebro, e pele.

[0361]Transtornos de interesse particular incluem, mas nao s&o limitados a,
linfoma nao-Hodgkin incluindo linfoma de célula B grande difuso (DLBCL), linfoma
folicular, (FL), linfoma de Célula do Manto (MCL), linfoma linfatico cronico (CLL) e
leucemias tais como leucemia de células pilosas (HCL), leucemia de células pilosas
variante (HCL-v) e leucemia linfoblastica aguda (ALL).

[0362]E considerado que os conjugados de anticorpo-farmaco (ADC) da pre-
sente invencdo podem ser usados para tratar varias doengas ou transtornos, por
exemplo, caracterizados pela superexpressao de um antigeno de tumor. Condi¢des
exemplares ou transtornos hiperproliferativos incluem tumores benignos ou malig-
nos; leucemia, hematologia, e malignidades linfoides. Outros incluem transtornos
neuronais, gliais, astrocitais, hipotalamicos, glandulares, macrofagicos, epiteliais,
estromais, blastocélicos, inflamatoérios, angiogénicos e imunolégicos, incluindo au-
toimunes.

[0363]Geralmente, a doenga ou transtorno a serem tratados € uma doenga
hiperproliferativa tal como cancer. Exemplos de cancer a ser tratado aqui incluem,
mas nao sao limitados a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma, e leucemia ou ma-
lignidades linfoides. Exemplos mais particulares de tais canceres incluem cancer de
célula escamosa (por exemplo, cancer de célula escamosa epitelial), cancer de pul-
mao incluindo cancer de pulmao de células pequenas, cancer de pulmao de células
nao pequenas, adenocarcinoma do pulmao e carcinoma escamoso do pulmao, can-
cer do peritbnio, cancer hepatocelular, cancer gastrico ou de estdbmago incluindo
cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, céancer cervical, cancer
ovariano, cancer de figado, cancer de bexiga, hepatoma, cancer de mama, cancer
de cdlon, cancer de reto, cancer colorretal, carcinoma en