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DESCRIPCION
Conjugados enlazadores autoestabilizantes
Continuidad

La presente solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos N.° 61/647.373,
presentada el 15 de mayo de 2012, y la solicitud de patente provisional de Estados Unidos n.° 61/773.067, presentada
el 5 de marzo de 2013, y también reivindica prioridad sobre la solicitud de Estados Unidos n.° de serie 13/799.244,
presentada el 13 de marzo de 2013.

Antecedentes de la invencion

El campo de los conjugados anticuerpo-farmaco (CAF) ha avanzado significativamente con la aprobacion por la FDA
de Brentuximab Vedotin para el tratamiento de un grupo selecto de pacientes y con el avance de muchos otros CAF
en la clinica. El componente enlazador de los CAF es una caracteristica importante en el desarrollo de agentes
terapéuticos optimizados que sean altamente activos a dosis bien toleradas. El grupo funcional maleimida electrofilica
ha demostrado ser muy util en la preparacién de CAF debido a su alto grado de especificidad para reaccionar con
grupos tiol y la cinética de adicién tiol muy rapida en condiciones suaves.
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Como han sefialado multiples investigadores en el campo de los bioconjugados, el producto tio-sustituido de la
reaccion entre el grupo funcional maleimida electrofilica y el tiol libre del anticuerpo esta sujeto a una eliminacién lenta,
invirtiendo asi la reaccion anterior:
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Cuando se produce esta reaccion reversible en una preparacién purificada del CAF, la reaccién es en gran medida
indetectable porque la maleimida y el tiol que se regeneran mediante el proceso de eliminacién simplemente
reaccionan de nuevo, reformando asi el conjugado intacto. Sin embargo, cuando hay otros tioles presentes, el efecto
neto puede ser la transferencia de la maleimida del anticuerpo del CAF a cualquier otro tiol disponible. Se ha
documentado que este proceso ocurre en el plasma, en el que la maleimida de un CAF se transfiere a la cisteina 34
de la seroalbumina (Alley et al., Bioconjugate Chem. 2008, 19, 759-765). Este proceso también se ha descrito cuando
se incuba un CAF en presencia de un exceso de cisteina o glutation (Shen et al., Nature Biotech, 30(2): 184-9, 2012).
La presente invencién proporciona, entre otras cosas, bioconjugados que no sufren esta reaccién de transferencia. El
documento EP0446071 A1 se refiere a compuestos de tris-maleimida como intermediarios en la sintesis de
anticuerpos trifuncionales. Stephen C. Alley et al, Bioconjugate chemistry, vol. 19, n.° 3, 1 de marzo de 2008, 759-765
se refiere a la contribucién de la estabilidad del enlazador a la actividad de los inmunoconjugados contra el cancer.

Breve sumario de la invencion

La invencién proporciona, entre otras cosas, Enlazadores, Farmaco-Enlazadores, Conjugados de Ligando-Farmaco,
Conjugados de Ligando-Enlazador, Conjugados de Ligando-Agente Funcional y Enlazadores-Agente Funcional y
métodos para prepararlos y utilizarlos. Los conjugados de ligando-farmaco son estables en la circulacién, pero capaces
de infligir la muerte celular una vez liberado en las proximidades o dentro de las células tumorales.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra un esquema de reaccién que ilustra la reduccién de los disulfuros intracatenarios de una I1gG1
humana, seguido de la conjugacién de los tioles resultantes con un enlazador autoestabilizante y la posterior
hidrélisis del anillo de succinimida (Arriba); y el uso de la espectrometria de masas para controlar el cambio en el
peso molecular de los conjugados de anticuerpos debido a la hidrélisis (Abajo).

La figura 2 ilustra el curso temporal de la hidrélisis del anillo de succinimida de un conjugado de anticuerpo
autoestabilizante mediante espectrometria de masas por electropulverizaciéon. La conjugacién del cAC10
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totalmente reducido con maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE se realizé a pH 7,2 y 22 °C, a continuacién, las
muestras se sometieron a analisis por LC-MS a los tiempos indicados (Arriba). Los datos resultantes del % de
hidrélisis se trazaron en funcién del tiempo y se ajustaron a una ecuacién exponencial para determinar los
parametros cinéticos (abajo).

La figura 3 muestra los perfiles cinéticos de hidrélisis de los bioconjugados preparados con un anticuerpo IgG1y
enlazadores autoestabilizantes con espaciado variable entre la maleimida y el grupo basico (una amina primaria).
La conjugacién se realizé a pH 8 y 37 °C, a continuacién, la hidrélisis del conjugado de cadena ligera I1gG1 se
supervisé inmediatamente mediante espectrometria de masas, representada en funcién del tiempo y ajustada a
una ecuacién exponencial.

La figura 4 muestra los perfiles cinéticos de hidrélisis de los bioconjugados preparados con un anticuerpo IgG1y
enlazadores autoestabilizantes de maleimida con espaciado variable entre la maleimida y el grupo bésico (una
amina primaria). La conjugacién se realizé a pH 8 y 37 °C, a continuacién, la hidrélisis del conjugado de cadena
ligera IgG1 se supervis6 inmediatamente mediante espectrometria de masas, representada en funcién del tiempo
y ajustada a una ecuacién exponencial.

La figura 5 muestra los perfiles cinéticos de hidrélisis de bioconjugados preparados con un anticuerpo IgG1 y
varias maleimidas N-sustituidas. La conjugacién se realizé a pH 7,4 y 22 °C, a continuacién, la hidrélisis del
conjugado de cadena ligera IgG1 se supervisé inmediatamente mediante espectrometria de masas, representada
en funcién del tiempo y ajustada a una ecuacién exponencial. La hidrélisis del conjugado maleimido-caproilo
(estructura inferior) es demasiado lenta para producir una hidrélisis detectable en 24 horas en estas condiciones.
La presencia del grupo carboxamida aceptor electrones (GAE) o de la amina primaria (BASE) acelera la hidrélisis
y la combinacién de ambos (estructura superior) da lugar a un conjugado que se hidroliza con una semivida inferior
a 20 minutos en estas condiciones suaves.

La figura 6 muestra los perfiles cinéticos de hidrdlisis de los farmacos maleimido autoestabilizantes preparados
con é&cido a-diaminopropiénico (a-DPR, circulos abiertos) y con é&cido B-diaminopropiénico (B-DPR, circulos
rellenos). Aunque son isémeros entre si, la posicién del grupo amino bésico y de la carboxamida aceptora de
electrones con respecto a la succinimida da lugar a una diferencia de 17 veces en la velocidad de hidrélisis de la
succinimida.

La Figura 7 ilustra el cambio en la carga de farmaco a lo largo del tiempo para un CAF preparado con un enlazador
de farmaco maleimido-DPR autoestabilizante frente a uno preparado con un enlazador de farmaco maleimido-
caproilo cuando se incuba en un tampén que contiene exceso de tiol. En el panel superior se muestran los
cromatogramas en fase inversa de los dos CAF a tiempo cero y a tiempo de 14 dias después de la incubacién. La
asignacion de los picos cromatograficos L0, L1, HO, H1, H2 y H3 corresponden a la cadena ligera no conjugada,
la cadena ligera con un farmaco, la cadena pesada no conjugada y la cadena pesada con 1, 2 o 3 farmacos,
respectivamente. El enlazador maleimido-DPR autoestabilizante se representa con circulos abiertos frente al
preparado con un enlazador maleimido-caproilo (cuadrados abiertos). La carga de farmaco se mantiene constante
en 8 por anticuerpo para el enlazador autoestabilizante del farmaco (circulos abiertos), pero desciende a 4
farmacos por anticuerpo a lo largo de 14 dias para el enlazador de farmacos maleimido-caproilo (cuadrados
abiertos), lo que refleja la pérdida de farmaco por eliminacién de maleimida.

La Figura 8 ilustra el cambio en la carga de farmaco con el tiempo para CAF preparados con un enlazador de
farmaco maleimido-DPR autoestabilizante y un enlazador de farmaco maleimido-caproilo, cuando se incuba en
plasma de rata a 37 °C (R=val-cit-PAB-MMAE). Las muestras de CAF en cada punto de tiempo se purificaron
mediante resina de afinidad Ig Select y su carga de farmaco se evalué mediante analisis HPLC en fase inversa de
los CAF.

La figura 9 muestra el perfil de estabilidad de los farmacos conjugados con anticuerpos mediante un enlazador
maleimido-caproil (cuadrados) o un enlazador maleimida autoestabilizante (circulos) durante la incubacién en
plasma de rata (simbolos abiertos) o humano (simbolos rellenos) (R=val-cit-PAB-MMAE). Los CAF se capturaron
en resina de afinidad de proteina A en cada punto de tiempo y el farmaco se liberé enzimaticamente a través de
su enlazador escindible por proteasa. A continuacién, el farmaco liberado se cuantificé mediante LC-MS/MS y se
normalizé con respecto al valor inicial. Cada punto de tiempo refleja el porcentaje del farmaco conjugado que se
observd en 0.

La Figura 10 ilustra la disminucién de la carga de farmaco in vivo (ratas) para el enlazador de farmaco maleimido-
DPR autoestabilizante y un enlazador de farmaco maleimido-caproilo (R=val-cit-PAB-MMAE). Los CAF se
administraron i.v. y las muestras de plasma de cada punto de tiempo se purificaron mediante resina de afinidad Ig
Select y su carga de farmaco se evalué mediante analisis HPLC en fase inversa de los CAF.

La figura 11 ilustra la actividad antitumoral de los CAF en un modelo murino de xenoinjerto de ALCL (linea celular
Karpas-299). Se prepararon CAF con el anticuerpo anti-CD30 cAC10 y enlazadores de farmaco que contenian la
carga util citotéxica val-cit-PAB-MMAE unida al anticuerpo mediante un grupo maleimido-caproilo (circulos
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cerrados) o un grupo maleimido-DPR autoestabilizante (circulos abiertos). Se dej6 que los tumores alcanzaran un
volumen aproximado de 250 mm?® antes de administrar dosis de 1 mg/kg semanal durante tres dosis (seis ratones
por grupo de dosis). El grupo de dosis de CAF autoestabilizante experimenté respuestas completas (sin tumor
detectable) en los seis animales, experimentando cinco animales regresiones duraderas, mientras que el CAF
maleimido-caproilo no experimenté respuestas completas.

Descripcion detallada
Abreviaturas y definiciones

A menos que se indique otra cosa, se pretende que los siguientes términos y expresiones seglin se usan en el presente
documento, tengan los siguientes significados. Cuando en el presente documento se utilizan marcas registradas, el
nombre comercial incluye la formulacién del producto, el farmaco genérico y el principio o principios farmacéuticos
activos del producto del nombre comercial, a menos que el contexto indique otra cosa.

La expresidon "grupo aceptor de electrones" se refiere a un grupo funcional que aleja electrones de un centro de
reaccién. Entre los grupos aceptores de electrones ilustrativos se incluyen, aunque sin limitacién, -C(=0O), -CN, -NOo,
-CXs, -X, -COOR, -CONR;y, -COR, -COX, -SO3R, -SO0R, -SO2NHR, -SO2NR2, -PO3R», -P(O)(CH3)NHR, NO, -NRs",
-CR=CR,y -C=CR endonde X esF, Br, Clo |y R es, en cada aparicién, seleccionado independientemente entre el
grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C16. Los grupos aceptores de electrones ilustrativos también pueden incluir
grupos arilo (por ejemplo, fenilo) y ciertos grupos heteroarilo (por ejemplo, piridina). La expresidén "grupos aceptores
de electrones" incluye arilos o heteroarilos sustituidos con grupos aceptores de electrones. Los grupos aceptores de
electrones preferidos son -C(=0), -CN, -NO,, -CXzy -X.

El término "base" se refiere a un grupo funcional que desprotona el agua para producir un ion hidrdxido. Las bases
ilustrativas son aminas y heterociclos que contienen nitrogeno. Las bases representativas incluyen -N(R3)(R*) en
donde R®y R* se seleccionan independientemente entre H o alquilo C1., preferentemente H o metilo,

NRS
(CH2)e NR5 NR5
[Nj <N> \_R6
A | H NN
VNnAy
ANy
v ANy
H,oN
"N ge I NN NH
o / | A HNJI\NR7R3
b whns ey J\|MI

en donde R® R® R7y R®son, en cada aparicién, seleccionados independientemente entre hidrégeno o alquilo Cq,
preferentemente H o metilo, y e es 0-4. En algunos aspectos, la base es una base nitrogenada.

El término "anticuerpo" se usa en el presente documento en el sentido mas amplio y especificamente abarca
anticuerpos monoclonales intactos, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoespecificos, anticuerpos
multiespecificos(por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos que presentan la actividad
biolégica deseada. Un anticuerpo intacto tiene principalmente dos regiones: una regién variable y una region
constante. La region variable se une a un antigeno diana e interacciona con él. La regidn variable incluye una regién
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determinante de la complementariedad (CDR) que reconoce y se une a un sitio de unién especifico de un antigeno
concreto. El sistema inmunitario puede reconocer e interaccionar con la regién constante (véase, por ejemplo, Janeway
et al., 2001, Immuno. Biology, 5.2 ed., Garland Publishing, Nueva York). Un anticuerpo puede ser de cualquier tipo (por
ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD e IgA), clase (por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 19G3, IgG4, IgA1 e IgA2) o subclase. El anticuerpo
puede proceder de cualquier especie adecuada. En algunas realizaciones, el anticuerpo es de origen humano o
murino. Un anticuerpo puede ser, por ejemplo, humano, humanizado o quimérico.

La expresién "anticuerpo monoclonal", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos excepto para posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son sumamente especificos, estando dirigidos
contra un Unico sitio antigénico. El modificador "monoclonal" indica el caracter del anticuerpo como obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea y no debe interpretarse como que requiere la produccion del
anticuerpo mediante un método particular.

Un "anticuerpo intacto" es uno que comprende una regién variable de unién a antigeno asi como un dominio constante
de la cadena ligera (C)) y dominios constantes de la cadena pesada, Cuy1, Cn2, Cu3 y Cné, seglin sea apropiado para
la clase de anticuerpo. Los dominios constantes pueden ser dominios constantes de secuencia nativa (por ejemplo,
dominios constantes de secuencias naturales humanas) o las secuencias variantes de aminoacidos de los mismos.

Un "fragmento de anticuerpo" comprende una porcién de un anticuerpo intacto, que comprende la regién de unién a
antigeno o variable del mismo. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab'). y Fv,
diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, anticuerpos lineales, moléculas de anticuerpo monocatenario, scFv, scFv-Fc,
fragmentos de anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmento(s) de anticuerpo, un fragmento o
fragmentos producidos por una biblioteca de expresién de Fab o fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los
anteriores que se unen inmunoespecificamente a un antigeno diana (por ejemplo, un antigeno de células cancerosas,
un antigeno virico o un antigeno microbiano).

Un "antigeno" es una entidad a la que se une especificamente un anticuerpo.

Las expresiones "unién especifica" y "se une especificamente” significan que el anticuerpo o derivado de anticuerpo
se unira, de una manera altamente selectiva, con su correspondiente antigeno diana y no con la multitud de otros
antigenos. Normalmente, el anticuerpo o derivado de anticuerpo se une con una afinidad de al menos
aproximadamente 1x107 M y, preferentemente, de 108 M a 10° M, 10"°M, 10"*M o 102> M y se une al antigeno
predeterminado con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por la unién a un antigeno no
especifico (por ejemplo, BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado.

El término "inhibir" o "inhibicién de" significa reducir en una cantidad medible o impedir por completo.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un farmaco eficaz para tratar una
enfermedad o trastorno en un mamifero. En el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz del farmaco puede
reducir el numero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir(es decir, ralentizar hasta cierto punto y
preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en los érganos periféricos; inhibir(es decir, ralentizar
hasta cierto punto y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento tumoral,
y/o aliviar hasta cierto punto uno o mas de los sintomas asociados con el cancer. En la medida en la que el farmaco
puede inhibir el crecimiento de las células cancerosas existentes y/o su destruccién, este puede ser citostatico y/o
citotoxico. Para la terapia del cancer, la eficacia, por ejemplo, puede medirse evaluando el tiempo de progresion de la
enfermedad (TTP) y/o mediante la determinacién de la tasa de respuesta (RR).

Eltérmino "sustancial' o "sustancialmente" se refiere a una mayoria, es decir, >50 % de una poblacién, de una mezcla
0 una muestra, preferentemente mas del 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de una poblacion.

Las expresiones "escindido intracelularmente” y "escisién intracelular" se refieren a un proceso o reaccién metabdlica
en el interior de una célula sobre un conjugado de farmaco-ligando (por ejemplo, un conjugado anticuerpo-farmaco
(CAF) o similar), mediante el cual la unién covalente, por ejemplo, el enlazador, entre la fraccién del farmaco (D) y la
unidad de ligando (por ejemplo, un anticuerpo (Ab)), da como resultado el farmaco libre, u otro metabolito del
conjugado disociado del anticuerpo dentro de la célula. Las moléculas escindidas del conjugado Farmaco-Enlazador-
Ligando son, por tanto, metabolitos intracelulares.

La expresion "actividad citotdxica" se refiere la destrucciéon de células, un efecto citostatico o antiproliferativo de un
compuesto conjugado Farmaco-Enlazador-Ligando o un metabolito intracelular de un conjugado Farmaco-Enlazador-
Ligando. La actividad citotéxica puede expresarse como el valor de Clso, que es la concentracién (molar o en masa)
por unidad de volumen a la que la mitad de las células sobrevive.

La expresién "agente citotoxico", como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que inhibe o
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impide la funcién de las células y/o produce la destruccion de las células. Se pretende que el término incluya is6topos
radiactivos (por ejemplo, 2'1At, 137] 125 0y 18Rg 1838Re 153gm, 212Bj 32P 60C e is6topos radiactivos de Lu), agentes
quimioterapéuticos y toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluidos analogos sintéticos y derivados de los mismos.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la afeccién o trastorno fisiolégico en mamiferos que
normalmente se caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Un "tumor" comprende una o mas células
cancerosas.

Una "enfermedad autoinmunitaria” en el presente documento es una enfermedad o trastorno que surge y se dirige
contra los propios tejidos o proteinas de un individuo.

Los ejemplos de un "paciente” incluyen, aunque sin limitacién, un ser humano, rata, ratén, cobaya, mono, cerdo, cabra,
vaca, caballo, perro, gato, ave y ave de corral. En una realizacién ilustrativa, el paciente es un ser humano.

Los términos "tratar" o "tratamiento", a no ser que el contexto indique otra cosa, se refieren al tratamiento terapéutico
y las medidas profilacticas para prevenir la recidiva, donde el objeto es inhibir o ralentizar (disminuir) un cambio o
trastorno fisiol6gico no deseado, tal como el desarrollo o la proliferacién del cancer. Para los fines de esta invencién,
los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, aunque sin limitacién, el alivio de los sintomas, la disminucién
de la extensidn de la enfermedad, la estabilizacion (es decir, no empeoramiento) del cuadro patoldgico, el retraso o
ralentizacion de la progresién de la enfermedad, la mejora o el alivio de la enfermedad y la remisién (ya sea parcial o
total), ya sea detectable o no detectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen
aquellos que ya padecen la afeccidn o trastorno asi como aquellos propensos a padecer la afeccién o trastorno.

En el contexto del céncer, el término "tratamiento” incluye cualquiera o todos de entre: inhibicién del crecimiento de
células tumorales, células cancerosas, o de un tumor; inhibicién de la replicaciéon de células tumorales o células
cancerosas, disminucién de la carga tumoral total o disminucién del niUmero de células cancerosas, y mejora de uno
0 més de los sintomas asociados con la enfermedad.

En el contexto de una enfermedad autoinmunitaria, el término "tratamiento" incluye cualquiera o todos de entre:
inhibicién de la replicacién de células asociadas con una patologia autoinmunitaria incluyendo, sin limitacién, células
que producen un anticuerpo autoinmunitario, disminucién de la carga de anticuerpo autoinmunitario y mejora de uno
0 mas sintomas de una enfermedad autoinmunitaria.

Como se usa en el presente documento, la expresién "unidad de deteccién" se refiere a cualquier molécula que
produce o puede ser inducida a producir, una sefial detectable. Las unidades de deteccién que tienen moléculas
indicadoras que pueden detectarse mediante equipos de formacién de imagenes incluyen, aunque sin limitacién,
entidades quimicas radioactiva, paramagnéticas, fluorescentes o radiopacas. En algunas realizaciones, la unidad de
deteccién serd un compuesto radiactivo, un agente quimioluminiscente, un agente fluorescente o un cromégeno. En
algunas realizaciones, la unidad de deteccién serd una molécula fluorescente, tal como un fluoréforo.

Como se usa en el presente documento, la expresién "unidad de estabilidad" se refiere a un compuesto que promueve
la estabilidad del conjugado, por ejemplo, aumentando la retencidn sistémica del Ligando cuando se administra a un
paciente. Una unidad de Estabilidad también puede aumentar la solubilidad en agua del conjugado. Una unidad de
estabilidad ilustrativa es polietilenglicol.

La expresidn "sal farmacéuticamente aceptable", como se usa en el presente documento, se refiere a sales orgénicas
o inorganicas farmacéuticamente aceptables de un compuesto (por ejemplo, un Farmaco, Farmaco-Enlazador o
conjugado Ligando-Farmaco). El compuesto puede contener al menos un grupo amino, y, por consiguiente, se pueden
formar sales de adicién de acido con el grupo amino. Entre las sales ilustrativas se incluyen, aunque sin limitacién, las
sales sulfato, trifluoroacetato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato de
acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato de acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato, ascorbato,
succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato,
metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (es decir, 1,1'-metilen-bis-(2-
hidroxi-3-naftoato)). Una sal farmacéuticamente aceptable puede implicar la inclusién de otra molécula tal como un ion
acetato, un ion succinato u otro contraién. El contraién puede ser cualquier fraccién orgénica o inorgénica que
estabilice la carga del compuesto precursor. Asimismo, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener méas de un
atomo cargado en su estructura. Los casos en los que miltiples atomos cargados forman parte de la sal
farmacéuticamente aceptable pueden tener mdltiples contraiones. Por lo tanto, una sal farmacéuticamente aceptable
puede tener uno o mas atomos cargados y/ uno 0 mas contraiones.

A menos que se indique otra cosa, el término "alquilo" por si mismo o como parte de otro término se refiere a un
carbohidrato de cadena lineal o ramificada, sustituida o no sustituida, saturada o insaturada que tiene el numero
indicado de atomos de carbono (por ejemplo, "-alquilo C4-Cs " 0 ""-alquilo C4-C1o" se refieren a un grupo alquilo que
tiene de 1 a 8 o de 1 a 10 atomos de carbono, respectivamente). Cuando el nimero de atomos de carbono no esta
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indicado, el grupo alquilo utilizado tiene de 1 a 8 4&tomos de carbono. Los grupos "-alquilo C1-Cg" de cadena lineal
representativos incluyen, aunque sin limitacién, -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -n-heptilo y -n-
octilo; mientras que los -alquilos C4-Cg ramificados incluyen, aunque sin limitacién, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -
terc-butilo, -isopentilo y -2-metilbutilo; alquilos C»-Cg insaturados incluyen, aunque sin limitacién, -vinilo, -alilo, -1-
butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-butenilo, -2,3-dimetil-2-
butenilo, -1-hexilo, 2-hexilo, -3-hexilo, -acetilenilo, -propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-pentinilo y -3-metil-
1-butinilo. En algunas realizaciones, un grupo alquilo esta sin sustituir. Un grupo alquilo puede estar sustituido por uno
0 més grupos. En algunos aspectos, un grupo alquilo estara saturado.

A menos que se indique otra cosa, "alquileno", por si mismo, o como parte de otro término, se refiere a un radical
hidrocarbono de cadena lineal o ramificado o ciclico, saturado sustituido o no sustituido del nimero indicado de atomos
de carbono, normalmente 1-10 4tomos de carbono, y que tiene dos centros radicales monovalentes obtenidos por la
eliminacién de dos 4tomos de hidrégeno del mismo o dos atomos de carbono distintos de un alcano precursor. Los
radicales de alquileno tipicos incluyen, pero sin limitacién: metileno (-CH-), 1,2-etilo (-CH>CH>-), 1,3-propilo (-
CH2CH2CHy-), 1,4-butilo (-CH,CH,CH2CH2-) y similares. En aspectos preferidos, un alquileno es un hidrocarburo de
cadena lineal o ramificada (es decir, no es un hidrocarburo ciclico).

A menos que se indique otra cosa, "arilo", por si mismo o como parte de otro término, significa un radical hidrocarbono
aromatico carbociclico monovalente, sustituido o no sustituido, de 6-20 atomos de carbono derivado de la eliminacién
de un dtomo de hidrégeno de un atomo de carbono individual de un sistema de anillo aromatico precursor. Algunos
grupos arilo se representan en las estructuras ilustrativas como "Ar". Los grupos arilo tipicos incluyen, aunque sin
limitacion, radicales derivados de benceno, benceno sustituido, naftaleno, antraceno, bifenilo y similares. Un grupo
arilo ilustrativo es un grupo fenilo del siguiente modo:

N

A menos que se indique otra cosa, un "arileno" por si mismo o como parte de otro término, es un grupo arilo como se
ha definido anteriormente que tiene dos enlaces covalentes (es decir, es divalente) y puede estar en las
configuraciones orto, meta o para como se muestra en las siguientes estructuras, con fenilo como grupo ilustrativo:

LT

AU :

> 2

A menos que se indique otra cosa, un "heterociclo C3-Cg", por si mismo o como parte de otro término, se refiere a un
sistema de anillo monovalente, monociclico o biciclico, aromatico o no aromético, sustituido o sin sustituir, que tiene
de 3 a 8 atomos de carbono (también denominados miembros de anillo) y de uno a cuatro miembros de anillo
heteroatomo seleccionados independientemente de N, O, P o S, y obtenido por la eliminacién de un atomo de
hidrégeno de un 4&tomo del anillo de un sistema de anillos precursor. Uno o mas atomos de N, C o S del heterociclo
pueden oxidarse. El anillo que incluye el heterodtomo puede ser aromético o no aromético. A menos que se indique
lo contrario, el heterociclo estd anido a su grupo colgante en cualquier heterodtomo o 4tomo de carbono, lo que da
como resultado una estructura estable. Los ejemplos representativos de un heterociclo C3-Cs incluyen, aunque sin
limitacién, pirrolidinilo, azetidinilo, piperidinilo, morfolinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, benzofuranilo,
benzotiofeno, indolilo, benzopirazolilo, pirrolilo, tiofenilo (tiofeno), furanilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, pirimidinilo,
piridinilo, pirazinilo, piridazinilo, isotiazolilo e isoxazolilo. Un "heteroarilo Cs-Cg" es un heterociclo Cs-Cg aromatico.

A menos que se indique otra cosa, "heterociclo C3-Cg", por si mismo o como parte de otro término, se refiere a un
grupo heterociclo C3-Cs definido anteriormente donde uno de los atomos de hidrégeno del grupo heterociclo esta
sustituido por un enlace (es decir, es divalente). Un "heteroarileno C3-Cg", por si mismo o como parte de otro término,
se refiere a un grupo heteroarilo C3-Cs definido anteriormente en donde uno de los atomos de hidrégeno del grupo
heteroarilo esta sustituido por un enlace (es decir, es divalente).

A menos que se indique otra cosa, un "carbociclo Cs-Cg", por si mismo o como parte de otro término, es un anillo
carbociclico, biciclico o monociclico no aromatico, saturado o insaturado, monovalente de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 miembros
derivado de la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un atomo de anillo de un sistema de anillos precursor. Los -
carbociclos Csz-Cs representativos incluyen, aunque sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentadienilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, 1,3-ciclohexadienilo, 1,4-ciclohexadienilo, cicloheptilo, 1,3-
cicloheptadienilo, 1,3,5-cicloheptatrienilo, ciclooctilo y ciclooctadienilo.
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A menos que se indique otra cosa, un "carbociclo C3-Cg", por si mismo o como parte de otro término, se refiere a un
grupo carbociclo Cs-Cg definido anteriormente donde otro de los atomos de hidrégeno de los grupos carbociclo esta
sustituido por un enlace (es decir, es divalente).

A menos que se indique otra cosa, el término "heteroalquilo”, por si mismo o en combinacién con otro término, significa,
salvo que se especifique lo contrario, un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada estable, o combinaciones de las
mismas, completamente saturado o que contiene de 1 a 3 grados de insaturacién, que consiste en el nimero indicado
de 4tomos de carbono y de uno a diez, preferentemente de uno a tres, heteroatomos seleccionados del grupo que
consisteen O, N, Siy S, y en donde los dtomos de nitrégeno y azufre opcionalmente pueden oxidarse y el heteroatomo
de nitrégeno opcionalmente puede cuaternizarse. El heterodtomo o heterodtomos O, N y S se pueden colocar en
cualquier posicién interior del grupo heteroalquilo o en la posicién en la que el grupo alquilo estd unido al resto de la
molécula. El heterodtomo Si se puede colocar en cualquier posicion del grupo heteroalquilo, incluyendo la posicién en
la que el grupo alquilo esta unido al resto de la molécula. Los ejemplos incluyen —CH2>-CHo-O-CHs, -CH>-CH2>-NH-CHg,
-CH2-CH2-N(CH3)-CHs, -CH2-S-CHo-CHas, -CH>-CH2>-S(0O)-CHs, -NH-CH2>-CH2-NH-C(O)-CH>-CHs, -CH2-CH2>-S(O)o-
CHs, -CH=CH-O-CHjs, -Si(CHz3)s, -CH>-CH=N-O-CHs y —CH=CH-N(CHz3)-CHs. Hasta dos heterodtomos pueden ser
consecutivos, tales como, por ejemplo, -CH>-NH-OCHs y -CH»>-O-Si(CHs)s. En realizaciones preferidas, un
heteroalquilo o heteroalquileno de C4 a C4 tiene de 1 a 4 4&tomos de carbono y 1 o 2 heteroatomos y un C1 a Cs
heteroalquilo o heteroalquileno tiene de 1 a 3 4tomos de carbono y 1 o 2 heterodtomos. En algunos aspectos, un
heteroalquilo o heteroalquileno esta saturado.

A menos que se indique otra cosa, el término "heteroalquileno” por si mismo o como parte de otro sustituyente significa
un grupo divalente procedente de heteroalquilo (como se discute anteriormente), como se ilustra en —CHo-CH»>-S-CH»-
CHo- y —CH»>-S-CH»>-CHo-NH-CH»-. Para los grupos heteroalquileno, los heterodtomos también pueden ocupar
cualquiera o ambos de los extremos de la cadena. Aun ademés, para los grupos de enlace alquileno y heteroalquileno,
no esta implicita la orientacién del grupo de enlace.

"Alquilo sustituido" y "arilo sustituido" significan alquilo y arilo, respectivamente, en que uno o mas atomos de hidrégeno
estan sustituidos, cada uno independientemente, por un sustituyente. Los sustituyentes tipicos incluyen, aunque sin
limitacién, -X, -R, -O-, -OR, -SR, -S’, -NR2, -NRj3, =NR, -CX3s, -CN, -OCN, -SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO2, =N, -N3,
-NRC(=0)R, -C(=O)R, -C(=O)NRy, -803, -SO3H, -S(=0):R, -OS(=0),0R, -S(=0):NR, -S5(=0O)R, -OP(=O)(OR),, -
P(=0)(OR)2, -PO3, -POsH>, -AsOoH,, -C(=O)R, -C(=0)X, -C(S)R, -CO2R, -COy, -C(=8S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -
C(=O)NR2, -C(=S)NR2 0 -C(=NR)NRy, en donde cada X es independientemente un halégeno: -F, -Cl, -Br, o -I; y cada
R es independientemente -H, -alquilo C1-Cxo, -arilo Ce-Coo, -heterociclo Cs-Cq4, un grupo protector o una fraccioén de
profarmaco. Los grupos alquileno, carbociclo, carbociclo, arileno, heteroalquilo, heteroalquileno, heterociclo,
heterociclo, heteroarilo y heteroarileno tal como se han descrito anteriormente también se pueden sustituir de forma
similar.

GR es un grupo reactivo que contiene un sitio reactivo (SR) capaz de formar un enlace con cualquiera de los
componentes de la unidad Enlazadora (es decir, A, W, Y) o la unidad de Farmaco D. SR es el sitio reactivo dentro de
un Grupo Reactivo (GR). Los grupos reactivos incluyen grupos sulfhidrilo para formar enlaces disulfuro o enlaces
tioéter, aldehido, cetona o grupos hidrazina para formar enlaces hidrazona, grupos carboxilicos 0 amino para formar
enlaces peptidicos, grupos carboxilicos o hidroxilos para formar enlaces éster, 4cidos sulfénicos para formar enlaces
sulfonamida, alcoholes para formar enlaces carbamato y aminas para formar enlaces sulfonamida o enlaces
carbamato. La siguiente tabla es ilustrativa de los Grupos Reactivos, Sitios Reactivos, y grupos funcionales ilustrativos
que pueden formarse tras la reaccion del sitio reactivo. La tabla no es limitante. Un experto en la materia apreciara
que las porciones R' y R" indicadas en la tabla son efectivamente cualquier fraccién orgénica (por ejemplo, un grupo
alquilo, grupo arilo, grupo heteroarilo o alquilo sustituido, grupo arilo o heteroarilo) que sea compatible con la formacién
de enlaces proporcionada al convertir el GR en uno de los Grupos Funcionales llustrativos. También se apreciara que,
como se aplica a las realizaciones de la presente invencion, R' puede representar uno 0 mas componentes del
enlazador autoestabilizante o del enlazador secundario opcional, seguin el caso, y R" puede representar uno o mas
componentes del enlazador secundario opcional, Unidad de Farmaco, Unidad de Estabilidad o Unidad de Deteccién,
segln sea el caso.

GR SR Grupos Funcionales llustrativos
1) R-SH -S- R'-S-R"
R'-S-S-R"

2) R-C(=0O)OH -C(=0)- | R-C(=O)NH-R"

3) R-C(=O)ONHS -C(=0)- | R-C(=O)NH-R"

4) R'S$(=0)-OH -S(=0)s- | R'S(=0):NH-R"

5) R-CHx>-X (X es Br, |, Cl) | -CH»- R'-CHx>-S-R"

6) R'-NH2 -N- R'-NHC(=O)R"

Se entendera que, una vez que ha reaccionado, el sitio reactivo SR puede formar un nuevo enlace con componentes
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de la Unidad Enlazadora o de la unidad de Farmaco, segun sea el caso. El sitio reactivo, SR, una vez unido al resto
de la unidad de Enlazador normalmente ha perdido su reactividad.

El término "dilactama”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una amida ciclica que se forma a
partir de una reaccién de macrociclicizacién con una succinimida tio-sustituida y una base presente en el conjunto
enlazador autoestabilizante.

General

La hidrélisis de una maleimida (o succinimida tio-sustituida) representa una reaccién de adicién nucleofilica en la que
el agua, actuando como nucledfilo, ataca a uno de los 4tomos de carbono carbonilico electrofilico del anillo de
maleimida (o del anillo de succinimida). La velocidad de esta reaccion esté influida por la electrofilia de los carbonilos,
que puede variar con la sustitucién de los grupos donadores o aceptores de electrones presentes en el nitrégeno del
grupo imida. La velocidad de la reaccién de hidrélisis también se ve influida por el pH de un disolvente acuoso, que
aumenta efectivamente la nucleofilia del agua con el aumento del pH. Los presentes inventores han descubierto que
la colocacion de un grupo bésico en una maleimida N-sustituida también aumenta la velocidad de la hidrélisis. Mediante
una cuidadosa ingenieria de un grupo N-sustituyente en la maleimida, la combinacién de su influencia de acepcién de
electrones sobre el anillo de maleimida (aumentando asi su electrofilia) y la basicidad localizada (aumentando la
nucleofilia efectiva del agua cercana) puede utilizarse para ajustar la velocidad de hidrélisis de la maleimida original o
de su derivado succinimida tio-sustituido. La presente invencién proporciona, entre otras cosas, maleimidas N-
sustituidas con velocidades de hidrélisis que caen dentro de un intervalo util en el que su reaccidn con tioles ocurre
mas rapidamente que su hidrélisis al derivado del 4cido maleico, pero que producen succinimidas tio-sustituidas con
velocidades de hidrélisis suficientemente répidas para lograr una hidrélisis completa en condiciones suaves muy
adecuadas para la fabricacién de bioconjugados basados en proteinas.

La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que un grupo funcional bésico proximal a una
maleimida catalizar4 la hidrélisis de una succinimida tio-sustituida que se forma tras la conjugacién de la maleimida y
un tiol proteico dando lugar a un bioconjugado estable. Combinando ademas un grupo basico proximal con un grupo
aceptor de electrones, la velocidad de hidrélisis del anillo de succinimida tio-sustituido puede ajustarse a un nivel
deseable. Los parametros de disefio que afectan a la velocidad de hidrélisis incluyen el pKa del grupo basico, la fuerza
del grupo aceptor de electrones, cuando esta presente, y la proximidad de ambos grupos a los carbonilos de la
maleimida. Los parametros de disefio que afectan al porcentaje de hidrélisis incluyen la naturaleza y la proximidad de
la base a los carbonilos de la maleimida.

Conceptualmente, sin limitar la invencién, una unidad Enlazadora que comprende un conjunto enlazador
autoestabilizante se denomina en el presente documento Enlazador Autoestabilizante o Unidad Enlazadora
Autoestabilizante. El Enlazador Autoestabilizante antes de la conjugacién con la unidad de Ligando comprende un
grupo maleimida. El Enlazador Autoestabilizante es autoestabilizante en virtud de la proximidad del grupo maleimida
a una base dentro de la Unidad Enlazadora que cataliza la hidrélisis de su propia succinimida tio-sustituida tras la
conjugacién con la Unidad de Ligando. Esto se representa esqueméticamente a continuacién:

QQL woFARMACO [%\\ e PARMACO ?\\ L FARMACO
. o ) bt Vg g Mg ,'
Ligando—/ M &\Tﬁhse s P Emse T ™ s N BReet
oA, Liganda../ gy Ligando—" . |
g ] ,
S .
o o~ on

Se entendera que el término Enlazador Autoestabilizante se refiere a la Unidad Enlazadora tanto antes como después
de la estabilizacion.

En vista de lo anterior, la presente invencién, tal como se define en el objeto de las reivindicaciones, proporciona un
grupo de realizaciones, un Conjugado de Ligando-Agente Funcional que comprende una Unidad de Ligando y al
menos un Agente Funcional seleccionado entre una Unidad de Farmaco, una Unidad de Deteccién o una Unidad
Estabilizante, en donde la unidad de Ligando y cada uno del o los Agentes Funcionales estan unidos por un conjunto
enlazador autoestabilizante que comprende un anillo de succinimida o un anillo de succinimida hidrolizado conjugado
directamente con la unidad de Ligando mediante un enlace tioéter; y una base y un grupo aceptor de electrones
(conjugados a la Unidad de Ligando a través de la succinimida) unidos de forma operable para estabilizar el conjugado
en plasma en relacién con un conjugado de ligando-farmaco que carece del conjunto enlazador autoestabilizante (es
decir, aumentando la velocidad de hidrdlisis del anillo de succinimida). En algunos aspectos, el grupo aceptor de
electrones se coloca para aumentar la electrofilia de la succinimida, haciéndola mas reactiva con el agua, y la base se
coloca para ayudar a la hidrdlisis del anillo de succinimida (por ejemplo, mediante un mecanismo de catalisis
intramolecular de la base). En algunos aspectos, en lugar del anillo de succinimida es una dilactama formada cuando
la base reacciona con el anillo de succinimida. En otro grupo de realizaciones, se proporcionan unidades de Enlazador-
Agente Funcional en las que la porcién enlazadora comprende un conjunto de enlazador autoestabilizante. En otro
grupo de realizaciones, se proporcionan conjugados de Ligando-Enlazador, en donde la porcién enlazadora
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comprende un conjunto de enlazador autoestabilizante. En algunas realizaciones, la porcién enlazadora comprende
ademas un conjunto de enlazador secundario opcional (L°).

En algunos aspectos, el conjugado de Ligando-Agente Funcional es un conjugado de Ligando-Farmaco. Por
consiguiente, la presente invencién, tal como se define en el objeto de las reivindicaciones, proporciona un grupo de
realizaciones, un Conjugado de Ligando-Farmaco que comprende una unidad de Ligando y al menos una unidad de
Farmaco, en donde la unidad de Ligando y cada una de la o las unidades de Farmaco estan unidas por un conjunto
enlazador autoestabilizante que comprende un anillo de succinimida o un anillo de succinimida hidrolizado conjugado
directamente con la unidad de Ligando mediante un enlace tioéter; y una base y un grupo aceptor de electrones
(conjugados a la Unidad de Ligando a través del anillo de succinimida) unidos de forma operable para estabilizar el
conjugado en plasma en relacién con un conjugado de ligando-farmaco que carece del conjunto enlazador
autoestabilizante (es decir, aumentando la velocidad de hidrélisis del anillo de succinimida). En algunos aspectos, el
grupo aceptor de electrones se coloca para aumentar la electrofilia de la succinimida, haciéndola mas reactiva con el
agua, y la base se coloca para ayudar a la hidrélisis del anillo de succinimida (por ejemplo, mediante un mecanismo
de catalisis intramolecular de la base). En algunos aspectos, en lugar del anillo de succinimida es una dilactama
formada cuando la base reacciona con el anillo de succinimida. En otro grupo de realizaciones, se proporcionan
unidades de Farmaco-Enlazador en las que la porcidn enlazadora comprende un conjunto de enlazador
autoestabilizante. En otro grupo de realizaciones, se proporcionan conjugados de Ligando-Enlazador, en donde la
porcién enlazadora comprende un conjunto de enlazador autoestabilizante. En algunas realizaciones, la porcidén
enlazadora comprende ademés un conjunto de enlazador secundario opcional (L°®). En algunas realizaciones, el
conjunto enlazador secundario es un conjunto enlazador liberable (LR) que comprende una unidad escindible v,
opcionalmente, una o mas de una unidades de Tramo y una unidad Espaciadora. En algunas realizaciones diferentes,
el conjunto enlazador secundario es un conjunto enlazador no liberable (LN) que comprende una o mas de una unidad
de Extension y una unidad Espaciadora. En otras realizaciones mas, la invencién proporciona métodos para tratar
cancer, enfermedades inmunitarias, enfermedades infecciosas y otras enfermedades y trastornos utilizando un
conjugado Ligando-Farmaco que comprende un conjunto enlazador autoestabilizante.

La unidad de Enlazador del conjugado Ligando-Agente Funcional (o conjugado Ligando-Farmaco) puede comprender
adicionalmente, ademas de un conjunto enlazador autoestabilizante, un conjunto enlazador secundario opcional (L®)
que une cada Agente Funcional (o unidad de Farmaco) al conjunto enlazador autoestabilizante. El conjunto enlazador
secundario puede ser un conjunto enlazador liberable o un conjunto enlazador no liberable.

El término unidad Enlazadora puede utilizarse en el presente documento para referirse a la porcién enlazadora del
conjugado de Ligando-Agente funcional (o conjugado de Ligando-Farmaco) que comprende el conjunto enlazador
autoestabilizante y el conjunto enlazador secundario opcional.

El conjunto enlazador autoestabilizante

Los Enlazadores Autoestabilizantes estan disefiados de forma que la velocidad de la hidrélisis posconjugacion del
anillo de succinimida sea controlable y se sitle dentro de un intervalo deseado. Los limites de este intervalo suelen
venir dictados por los problemas que surgen en la fabricacién de conjugados ligando-farmaco. Por un lado, una
hidrélisis demasiado lenta requeriria retrasos inaceptables en el proceso de fabricacién o condiciones agresivas de
pH y temperatura que podrian inducir dafios en la cadena principal de la proteina. Por el contrario, una maleimida
demasiado reactiva con el agua puede hidrolizarse al derivado del acido maleico correspondiente antes de que pueda
reaccionar con los tioles proteicos disponibles (véase la ruta no deseada):

Ruta no deseada Ruta deseada

0 |ororeina™ o + ?
B o~ i\ roteing A LR R
<O e A Y
§ P Proteina - ) s‘“‘\g»"\n 5 o
‘ Proteing Proteina Hd“
Maleimida hidrolizad Maleimida Sucentimida fo-sustituida Succininida hidrohzada
{derivado de dcide maletco) {2 posibles isdmeros de posicitn}

Estos derivados de acido maleico no son reactivos con los tioles y, por lo tanto, esta ruta de reaccidén no da lugar a un
bioconjugado. Por lo tanto, las maleimidas que sufren una hidrélisis mas rapida que la adicién de tioles en las
condiciones aplicables no son reactivos utiles. En general, las caracteristicas estructurales que aumentan la velocidad
de hidrélisis de una succinimida tio-sustituida también aumentaran la velocidad de hidrélisis de la maleimida madre.

En el disefio de los Enlazadores Autoestabilizantes de la presente invencién, se entendera que el pKa del grupo basico,

la fuerza del grupo o grupos aceptores de electrones y la proximidad de ambos grupos a la maleimida son variables
interrelacionadas que afectaran a la velocidad de hidrélisis tanto de la maleimida como del correspondiente producto

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 983 109 T3

de succinimida tio-sustituida. Por consiguiente, la posicién del grupo aceptor de electrones y de la base dependera del
pKa de la base y de la fuerza del grupo o grupos aceptores de electrones. El experto en la materia entendera que para
grupos aceptores de electrones particularmente fuertes, tales como fllor, trifluorometilo y nitro, el grupo puede estar
mas alejado de la maleimida. En algunas realizaciones, la reaccién de hidrélisis puede competir con una reaccién de
macrociclizacién de forma que los conjugados resultantes comprenden una mezcla heterogénea de conjugados de
succinimida tio-sustituida hidrolizada y conjugados de dilactama tio-sustituida ciclada. En realizaciones preferidas, no
se formara una dilactama.

Algunas realizaciones de la invencién

En realizaciones seleccionadas, los conjugados Ligando-Farmaco tienen la férmula:

BU
Ab s—MJ\u—PLO—D
p

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde la porcién de Ligando es un anticuerpo (Ab), el subindice
p oscila entre 1y 20 (preferentemente entre 1y 12), y M' es un anillo de succinimida o una succinimida hidrolizada o
junto con UB forma una dilactama resultante de la reaccién de la base de UB con el anillo de succinimida y D es una
unidad de Farmaco. Cuando S es un atomo de azufre del anticuerpo. En algunos aspectos, L° es un conjunto enlazador
liberable que tiene la férmula:

—-g—.Aa-—-Ww‘.—-Yy,._ -

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice @' es 0 0 1; - W- es una unidad Escindible opcional,
el subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco. UB es -(CHx )xNHo, -
(CH2 )xNHR?y -(CH2 )x<NR? 5, en donde x es un nimero entero de 1-4 y cada R?® se selecciona independientemente del
grupo que consiste en alquilo C1.6 y haloalquilo C1.s 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos
para formar un grupo azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 atomos intermedios entre
la base de la unidad Basica y el &tomo de nitrégeno de la succinimida (hidrolizada o no) o dilactama. En otros aspectos
més, L° es un conjunto enlazador liberable y UB es -CH>NHz, -CH2CHoNH,, -CH2CH>CH2 NH; 0 - CH2CH2CH2CHoNH,.
En algunos aspectos, el Ab puede ser sustituido por una proteina no anticuerpo. M' es preferentemente un anillo de
succinimida o un anillo de succinimida hidrolizado.

En otras realizaciones seleccionadas, los conjugados Ligando-Farmaco tienen la férmula:

BU (0]

Ab S—M! L°—0D

P

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde la porcién Ligando es un anticuerpo (Ab) y el subindice
p oscila entre 1 y 20 (preferentemente entre 1y 12) y M', UB y L® son como se describen en cualquiera de las
realizaciones proporcionadas en el presente documento y D es una unidad de Farmaco. Cuando S es un &tomo de
azufre del anticuerpo. M' es un anillo de succinimida o succinimida hidrolizada o junto con UB forma una dilactama
resultante de la reaccién de la base de UB con el anillo de succinimida. Por ejemplo, en algunos aspectos, L° es un
conjunto enlazador liberable que tiene la férmula:

—-é—Aa'—Ww—Yy--g-

>

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice @' es 0 0 1; - W- es una unidad Escindible opcional,
el subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco. UB es -(CHx )xNHo, -
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(CH2 )xNHR?y -(CH2 )x<NR? 5, en donde x es un nimero entero de 1-4 y cada R?® se selecciona independientemente del
grupo que consiste en alquilo C1.6 y haloalquilo C1.s 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos
para formar un grupo azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 atomos intermedios entre
la base de la unidad Basica y el &tomo de nitrégeno de la succinimida (hidrolizada o no) o dilactama. En otros aspectos
mas, L° es un conjunto enlazador liberable y UB es -CHaNHz, -CH2CHoNHa, -CH2CH2CH2 NH2 0 - CHoCHoCHLCHa
NH,. En algunos aspectos, el Ab puede ser sustituido por una proteina no anticuerpo. M es preferentemente un anillo
de succinimida o un anillo de succinimida hidrolizado.

En otras realizaciones seleccionadas, los conjugados Ligando-Farmaco tienen la férmula:

o
[

Ab S—M'

P

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma en donde la porcién Ligando es un anticuerpo (Ab), el subindice
p oscila entre 1 y 20 (preferentemente entre 1y 12) y M', UB y L® son como se describen en cualquiera de las
realizaciones proporcionadas en el presente documento y D es una unidad de Farmaco. Cuando S es un &tomo de
azufre del anticuerpo. M' es un anillo de succinimida o succinimida hidrolizada o junto con UB forma una dilactama
resultante de la reaccién de la base de UB con el anillo de succinimida. Por ejemplo, en algunos aspectos, L° es un
conjunto enlazador liberable, que tiene la formula:

-—3-—- Aa' —— W,\,“ -—--Yy> —3—

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice @' es 0 0 1; - W- es una unidad Escindible opcional,
el subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco. UB es -(CHx )xNHo, -
(CH2 )xNHR?y -(CH2 )xNR? 5, en donde x es un nimero entero de 0-4 y cada R?® se selecciona independientemente del
grupo que consiste en alquilo C1.6 y haloalquilo C1.s 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos
para formar un grupo azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 atomos intermedios entre
la base de la unidad Basica y el &tomo de nitrégeno de la succinimida (hidrolizada o no) o dilactama. En otros aspectos
méas, L° es un conjunto enlazador liberable y UB es -NH,, -CHoNH,, -CHoCHaNHz, -CH2CHCHz NHz o -
CH,CHoCH>CH2NH,. En algunos aspectos, el Ab puede ser sustituido por una proteina no anticuerpo. M' es
preferentemente un anillo de succinimida o un anillo de succinimida hidrolizado.

Habiendo descrito diversos conjugados Ligando-Agente Funcional y conjugados Ligando-Farmaco proporcionados
por la presente divulgacidn, un experto en la materia apreciara que los conjuntos de componentes también son Utiles.
Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona Conjugados Agente Funcional-Enlazador (por ejemplo,
Conjugados Farmaco-Enlazador), Enlazadores y conjuntos Ligando-Enlazador.

Conjugados Agente Funcional-Enlazador

En ciertas realizaciones seleccionadas, el Conjugado Agente Funcional-Enlazador esta representado por la formula:

O

BU

\
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Q
®U)
/o e
i LC D
—
O
o]
O
4 ®U)
N A
O

o una sal del mismo, en donde UB y L° tienen los significados que se indican en el presente documento y D es una
unidad de Farmaco. Ademas, cada una de las realizaciones seleccionadas especificamente citadas para UB y L°
(para cualquiera de los conjugados proporcionados en el presente documento) son igualmente aplicables a estos
Conjugados Farmaco-Enlazador. UB es una Unidad Bésica seleccionada entre el grupo que consiste en -(CH2)«NHo,
-(CH2)xNHR? y -(CH2)xNR?;, en donde x es un nimero entero de 0-4 y cada R? se selecciona independientemente del
grupo que consiste en alquilo C1.6 y haloalquilo C1.s 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos
para formar un grupo azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 atomos intermedios entre
la base de la unidad Basica y el atomo de nitrégeno de la maleimida. L° es un conjunto enlazador secundario opcional
que tiene la formula:

—E—Aa'—Ww'—Yy_g—

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice a' es 0 o 1; -W- es una unidad Escindible opcional, el
subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco.

Enlazadores

También se divulgan en el presente documento Enlazadores que tienen la férmula:

Q
BU o
O A

C

/ BU

L°—RG
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/ BU /
Y_._.LD-.......-RG

o una sal de la misma (por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable) en donde UB y L° tienen los significados
indicados anteriormente. GR es un grupo reactivo (que comprende un sitio reactivo) en el extremo de L°, adecuado
para acoplar una unidad de Farmaco. Ademés, cada una de las realizaciones seleccionadas citadas especificamente
para UB, L° y GR (para cualquiera de los conjugados proporcionados en el presente documento) son igualmente
aplicables a estos Enlazadores.

Conjugados Ligando-Enlazador

También se divulgan en el presente documento conjugados Ligando-Enlazador, representado por la férmula:
‘ J\H_P °__RG

Ab‘< J\/u\< LoO—_RqG

. H—FL °__RG

o una sal de la misma (por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable), en donde L es un anticuerpo (Ab), y M",
UB, L° y GR tienen el significado indicado anteriormente. Ademas, cada una de las realizaciones seleccionadas
citadas especificamente para Ab, M', UB, L° y GR (para cualquiera de los conjugados proporcionados en el presente
documento) son igualmente aplicables a estos conjugados Ligando-Enlazador.

k=

En cada una de las realizaciones seleccionadas en donde los conjugados Ligando-Farmaco, Farmaco-Enlazadores,
Enlazadores o Ligando-Enlazador o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, el conjunto enlazador
secundario opcional puede representarse mediante la siguiente formula:

-—g—-— Aa‘-—-—- \.Nw' — \{"y:-g—

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice a' es 0 0 1 -W- es una unidad Escindible opcional, el
subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1.
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Realizaciones adicionales de la invencién

En algunos aspectos de la presente invencién, un conjunto enlazador autoestabilizante puede sufrir macrociclacion
para formar una dilactama como sigue, en donde R representa el resto del conjugado:

N
0 HN
R o
»&,%f anCey
Ay AY
/NHZ
0
H
R
AY Ay’

Conjunto Enlazador Secundario

El enlazador secundario opcional puede comprender diversos grupos enlazadores. En cada una de las realizaciones
proporcionadas en el presente documento, incluidas las realizaciones citadas especificamente, L° puede estar
presente y tener la férmula:

_E_Aau_WWI_Yy‘_g_

en donde

-A- una unidad ensanchadora opcional, el subindice a'es 0 0 1;
-W- es una unidad Escindible opcional, el subindicew'es 00 1;y
-Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y'es 0 0 1;

El conjunto enlazador secundario opcional puede ser un conjunto enlazador liberable, LR. En esas realizaciones, w es
1. En algunos aspectos diferentes, el conjunto enlazador secundario opcional es un conjunto enlazador no liberable.
En esas realizaciones w es 0 y la liberacién del farmaco se produce por una via de degradacién proteica total (es decir,
ruta no escindible).

La Unidad de Ligando

En algunas realizaciones de la invencidn, estd presente una Unidad de Ligando. La unidad de Ligando (L-) es un
agente diana que se une especificamente a una fraccién diana. El ligando puede unirse especificamente a un
componente celular (un agente de unién celular) o a otras moléculas diana de interés. En algunos aspectos, la unidad
de Ligando actua administrando la unidad de Farmaco a la poblacién de células diana concreta con la cual la unidad
de Ligando interacciona. Los ligandos incluyen, aunque sin limitacién, proteinas, polipéptidos y péptidos. Las unidades
de Ligando adecuadas incluyen, por ejemplo, anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos de longitud completa y fragmentos
de unién a antigeno de los mismos, interferones, linfocinas, hormonas, factores de crecimiento y factores estimulantes
de colonias, vitaminas, moléculas transportadoras de nutrientes (tales como, aunque no de forma limitativa,
transferrina) o cualquier otra molécula o sustancia de unién a célula. En algunos aspectos, el ligando es un agente
dirigido a proteinas no anticuerpos. En algunos aspectos, se proporciona un Ligando-Agente Funcional en donde D'
es una Unidad de Deteccién o Unidad de Estabilidad y la unidad de Ligando es una proteina (por ejemplo, una proteina
no anticuerpo).

En algunos aspectos, una unidad de Ligando forma un enlace con la maleimida de la Unidad Basica Autoestabilizante
a través de un grupo sulfhidrilo del Ligando para formar una succinimida tio-sustituida. El grupo sulfhidrilo puede estar
presente en el Ligando en el estado natural del Ligando, por ejemplo un resto de origen natural o puede introducirse
en el Ligando mediante modificacién quimica.

En el caso de los bioconjugados, se ha observado que el lugar de conjugacidn del farmaco puede afectar a una serie
de parametros, entre ellos la facilidad de conjugacion, la estabilidad del farmaco-enlazador, los efectos sobre las
propiedades biofisicas de los bioconjugados resultantes y la citotoxicidad in vitro. Con respecto a la estabilidad del
farmaco-enlazador, el lugar de conjugacién de un farmaco-enlazador con un ligando puede afectar a la capacidad del
farmaco-enlazador conjugado para sufrir una reaccién de eliminacién y para que el farmaco-enlazador se transfiera
desde el ligando de un bioconjugado a un tiol reactivo alternativo presente en el medio del bioconjugado, tales como,
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por ejemplo, un tiol reactivo en albumina, cisteina libre, o glutatién cuando esta en plasma. El uso de los Enlazadores
Autoestabilizantes de la presente invencidn es particularmente beneficioso cuando se conjugan con restos de tiol en
sitios que son susceptibles a la reaccién de eliminacién y posterior transferencia del farmaco-enlazador si se utilizan
maleimidas de alquilo no autoestabilizantes (por ejemplo, enlazador-farmaco de maleimido-caproilo). Tales sitios
incluyen, por ejemplo, los disulfuros intercatenarios, asi como sitios seleccionados de ingenieria de cisteina. El uso de
los Enlazadores Autoestabilizantes de la presente invencién proporciona un enlace estable y la capacidad de unir
multiples farmacos a cada unidad de Ligando.

En un aspecto, la unidad de Ligando tiene uno o mas restos lisina que pueden estar modificados quimicamente para
introducir uno o mas grupos sulfhidrilo. Los reactivos que se pueden usar para modificar las lisinas incluyen, aunque
sin limitacién, S-acetiltioacetato de N-succinimidilo (SATA) y clorhidrato de 2-iminotiolano (reactivo de Traut).

En otra realizacién, la unidad de Ligando puede tener uno o mas grupos de hidratos de carbono que pueden estar
modificados quimicamente para tener uno o mas grupos sulfhidrilo.

En otra realizacién, el Ligando es un anticuerpo y el grupo sulfhidrilo se genera por reduccién de un disulfuro
intercatenario. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la Unidad Enlazadora se conjuga con un resto de cisteina
de los disulfuros reducidos intercatenarios.

En otra realizacién, el grupo sulfhidrilo se introduce quimicamente en el anticuerpo, por ejemplo mediante la
introduccién de un resto de cisteina. Por consiguiente, en algunas realizaciones, la unidad Enlazadora se conjuga con
un resto de cisteina introducido.

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

Los ligandos particularmente preferidos son anticuerpos. Los anticuerpos policlonales utiles son poblaciones
heterogéneas de moléculas de anticuerpo obtenidas de los sueros de animales inmunizados. Los anticuerpos
monoclonales Utiles son poblaciones homogéneas de anticuerpos contra un determinante antigénico particular (p. ej.,
un antigeno de célula cancerosa, un antigeno virico, un antigeno microbiano, una proteina, un péptido, un
carbohidrato, un producto quimico, acido nucleico, o fragmentos de los mismos). Puede prepararse un anticuerpo
monoclonal (mAb) frente a un antigeno de interés utilizando cualquier técnica conocida en la técnica que proporcione
la produccién de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo.

Los anticuerpos monoclonales utiles incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos monoclonales humanos, anticuerpos
monoclonales humanizados o anticuerpos monoclonales quiméricos de ser humano-ratén (u otras especies). Los
anticuerpos incluyen anticuerpos de longitud completa y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Se pueden
preparar anticuerpos monoclonales humanos mediante cualquiera de numerosas técnicas conocidas en la materia
(por ejemplo, Teng et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 80:7308-7312; Kozbor et al., 1983, Immunology Today
4:72-79; y Olsson et al., 1982, Meth. Enzymol. 92:3-16).

El anticuerpo puede ser un fragmento, derivado o anélogo de un anticuerpo funcionalmente activo que se une
inmunoespecificamente a células diana deseado (por ejemplo, antigenos de células cancerosas, antigenos viricos o
antigenos microbianos) u otros anticuerpos unidos a las células tumorales o a la matriz. A este respecto,
"funcionalmente activo" significa que el fragmento, derivado o analogo es capaz de estimular anticuerpos anti-anti-
idiotipo que reconocen el mismo antigeno que el anticuerpo del cual se deriva el fragmento, derivado o anélogo.
Especificamente, en una realizacién ilustrativa, se puede potenciar la antigenicidad del idiotipo de la molécula de
inmunoglobulina mediante la delecién de las secuencias marco y de las CDR que estédn en el extremo C de la
secuencia de la CDR que reconoce especificamente el antigeno. Para determinar qué secuencias de CDR se unen al
antigeno, se pueden usar péptidos sintéticos que contienen las secuencias de las CDR en los ensayos de unién con
el antigeno mediante cualquier procedimiento de ensayo de unién conocido en la materia (por ejemplo, el ensayo BIA
core) (véanse, por ejemplo, Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta edicién,
National Institute of Health, Bethesda, Md; Kabat E et al., 1980, J. Immunology 125(3):961-969).

Otros anticuerpos Utiles incluyen fragmentos de anticuerpos tales como, sin limitacién, fragmentos F(ab'),, fragmentos
Fab, Fv, anticuerpos monocatenarios, diacuerpos, tricuerpos, tetracuerpos, scFv, scFv-FV o cualquier otra molécula
con la misma especificidad que el anticuerpo.

Ademas, se divulgan anticuerpos recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados,
que comprenden tanto porciones humanas como no humanas, que pueden fabricarse utilizando técnicas de ADN
recombinante convencionales, son anticuerpos Utiles. Un anticuerpo quimérico es una molécula en la que las distintas
porciones se obtienen de distintas especies animales, tal como, por ejemplo, las que tienen una regién variable
obtenida de un monoclonal murino y regiones constantes de inmunoglobulina humana. (Véanse, por ejemplo, la
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patente de EE. UU. n.®°4.816.567; y la patente de EE. UU. N.°4.816.397). Los anticuerpos humanizados son
moléculas de anticuerpo de especies no humanas que tienen una o méas regiones determinantes de
complementariedad (las CDR) de la especie no humana y una regién marco conservada de una molécula de
inmunoglobulina humana. (Véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.585.089). Dichos anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante conocidas en
la técnica, por ejemplo, utilizando los métodos descritos en la publicacién internacional n.° WO 87/02671; la publicacion
de patente europea N.° EP 0 184 187, la publicacién de patente europea N.° EP 0 171 496; la publicacidén de patente
europea N.° EP 0 173 494; la Publicacién Internacional N.° WO 86/01533; la patente de EE. UU. n.° 4.816.567; la
publicacién de patente europea N.° 012 023; Berter ef al., 1988, Science 240: 1041-1043; Liu et al., 1987, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84:214-218; Nishimura et al., 1987, Cancer. Res. 47:999-1005; Wood et al., 1985, Nature 314:446-449; y Shaw
et al.,, 1988, J. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559; Morrison, 1985, Science 229:1202-1207; Oi et al., 1986, BioTechniques
4:214; la patente de EE. UU. n.° 5.225.539; Jones et al., 1986, Nature 321:552-525; Verhoeyan et al., 1988, Science
239:1534; y Beidler et al., 1988, J. Immunol. 141:4053-4060.

Son particularmente deseables los anticuerpos completamente humanos y se pueden producir utilizando ratones
transgénicos que son incapaces de expresar los genes de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina
endbgena, pero que pueden expresar los genes de la cadena pesada y ligera humana.

Los anticuerpos incluyen analogos y derivados que bien pueden estar modificados, es decir, mediante la unién
covalente de cualquier tipo de molécula siempre que dicha unién covalente permita al anticuerpo retener su
inmunoespecificidad de unién a antigeno. Por ejemplo, aunque no de forma limitativa, los derivados y analogos de los
anticuerpos incluyen aquellos que se han modificado adicionalmente, por ejemplo, mediante glucosilacién, acetilacién,
pegilacién, fosforilacion, amidacién, derivatizacion mediante grupos protectores/bloqueantes, escisién proteolitica,
unién a una unidad de anticuerpo celular u otra proteina, etc. Se puede llevar a cabo cualquiera de numerosas
modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas que incluyen, sin limitacién, escisién quimica especifica,
acetilacion, formilacién, sintesis metabdlica en presencia de tunicamicina, etc. Ademas, el analogo o derivado puede
contener uno 0 més aminoacidos no naturales.

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

Se pueden obtener anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de célula cancerosa comercialmente o producirse
mediante cualquier método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, sintesis quimica o técnicas
de expresion recombinante. Pueden obtenerse anticuerpos inmunoespecificos que codifican la secuencia de
nucleétidos de un antigeno de célula cancerosa, por ejemplo, de la base de datos GenBank o de una base de datos
similar, de las publicaciones de la bibliografia, o por clonacién y secuenciacién rutinarias.

En una realizacidén especifica, pueden utilizarse anticuerpos conocidos para el tratamiento del cancer. Se pueden
obtener anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de célula cancerosa comercialmente o producirse mediante
cualquier método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, técnicas de expresién recombinante.
Pueden obtenerse anticuerpos inmunoespecificos que codifican la secuencia de nucledtidos de un antigeno de célula
cancerosa, por ejemplo, de la base de datos GenBank o de una base de datos similar, de las publicaciones de la
bibliografia, o por clonacién y secuenciacién rutinarias.

Pueden utilizarse anticuerpos para el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria. Se pueden obtener anticuerpos
inmunoespecificos para un antigeno de una célula que es responsable de producir anticuerpos autoinmunitarios de
cualquier organizacidn (por ejemplo, un cientifico de una universidad o una compaifiia) o producirse mediante cualquier
método conocido por un experto en la materia tal como, por ejemplo, sintesis quimica o técnicas de expresion
recombinante. En otra realizacién, los anticuerpos Utiles que son inmunoespecificos para el tratamiento de las
enfermedades autoinmunitarias incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpo antinuclear; anticuerpo dirigido contra el
ADN(ds; anticuerpo dirigido contra el ADNss, IgM de anticuerpo dirigido contra cardiolipina, 1gG; IgM de anticuerpo
dirigido contra fosfolipido, 1gG; anticuerpo dirigido contra SM; anticuerpo dirigido contra mitocondrias; anticuerpo
tiroideo; anticuerpo microsomal; anticuerpo de tiroglobulina; anticuerpo anti SCL-70; anticuerpo dirigido contra Jo;
anticuerpo dirigido contra U{RNP; anticuerpo dirigido contra La/SSB; anti-SSA; anticuerpo dirigido contra SSB;
anticuerpo dirigido contra células peritales; anticuerpo dirigido contra histonas; anticuerpo dirigido contra RNP;
anticuerpo C-ANCA, anticuerpo P-ANCA, anticuerpo dirigido contra centrémero; anticuerpo antifibrilarina y anticuerpo
dirigido contra GBM.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos utiles pueden unirse a un receptor o a un complejo receptor expresado
en un linfocito activado. El receptor o el complejo receptor puede comprender un miembro de la superfamilia de los
genes de las inmunoglobulinas, un miembro de la superfamilia de receptores de TNF, una integrina, un receptor de
citocina, un receptor de quimiocinas, una proteina principal de histocompatibilidad, una lectina o una proteina de
control del complemento. Los ejemplos no limitantes de miembros adecuados de la superfamilia de las
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inmunoglobulinas son CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD20, CD22, CD28, CD30, CD70, CD79, CD90, CD152/CTLA-4,
PD-1 e ICOS. Los ejemplos no limitantes de miembros adecuados de la superfamilia de receptores de TNF son CD27,
CD40, CD95/Fas, CD134/0X40, CD137/4-1BB, TNF-R1, TNFR-2, RANK, TACI, BCMA, osteoprotegerina,
Apo2/TRAII,-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4 y APO-3. Los ejemplos no limitantes de integrinas adecuadas son
CD11a, CD11b, CD11c, CD18, CD29, CD41, CD49a, CD49b, CD49c, CD49d, CD49e, CD49f, CD103 y CD104. Los
ejemplos no limitantes de lectinas adecuadas son las lectinas del tipo C, lectina de tipo S, y lectina de tipo |.

La Unidad de Farmaco, D

La unidad de farmaco (D) puede ser cualquier farmaco citotdxico, citostatico o inmunosupresor también denominado
en el presente documento agente citotdxico, citostéatico o inmunosupresor. La unidad de Farmaco tiene un d&tomo que
puede formar un enlace con la Unidad Enlazadora. En algunas realizaciones, la unidad de Farmaco D tiene un 4tomo
de nitrébgeno que puede formar un enlace con la unidad Enlazadora. En otras realizaciones, la unidad de farmaco D
tiene un acido carboxilico que puede formar un enlace con la unidad Enlazadora. En otras realizaciones, la unidad de
farmaco D tiene un grupo sulfhidrilo que puede formar un enlace con la unidad Enlazadora. En otras realizaciones, la
unidad de farmaco D tiene un grupo hidroxilo o cetona que puede formar un enlace con la unidad Enlazadora.

Las clases Utiles de agentes citotéxicos o inmunosupresores incluyen, por ejemplo, agentes antitubulina, auristatinas,
aglutinantes del surco menor de ADN, inhibidores de la replicacion del ADN, agentes alquilantes (por ejemplo,
complejos de platino tales como cis-platino, mono(platino), bis(platino) y complejos de platino trinucleares y
carboplatino), antraciclinas, antibidticos, antifolatos, antimetabolitos, sensibilizantes de quimioterapia, duocarmicinas,
etopésidos, pirimidinas fluoradas, ionéforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles, compuestos preformados,
antimetabolitos de purina, puromicinas, sensibilizantes de la radiacién, esteroides, taxanos, inhibidores de la
topoisomerasa, alcaloides de la vinca o similares. Ejemplos particulares de clases Utiles de agentes citotoxicos
incluyen, por ejemplo, aglutinantes del surco menor de ADN, agentes alquilantes del ADN e inhibidores de la tubulina.
Los agentes citotéxicos ilustrativos incluyen, por ejemplo, auristatinas, camptotecinas, duocarmicinas, etopésidos,
maitansinas y maitansinoides (por ejemplo, DM1 y DM4), taxanos, benzodiacepinas (por ejemplo,
pirrolo[1,4]benzodiacepinas (PBD), indolinobenzodiacepinas y oxazolidinobenzodiacepinas) y alcaloides de la vinca.
En los documentos WO 2010/091150, WO 2012/112708, WO 2007/085930 y WO 2011/023883 se describen farmacos
que contienen determinadas benzodiacepinas.

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

En algunas realizaciones tipicas, los agentes citotéxicos adecuados incluyen, por ejemplo, aglutinantes de la ranura
menor del ADN (por ejemplo, enediinas y lexitropsinas, un compuesto CBI; véase también la patente de EE.UU. n.°
6.130.237), duocarmicinas (véase la publicacion de EE.UU. n.° 20060024317), taxanos (por ejemplo, paclitaxel y
docetaxel), puromicinas, alcaloides de la vinca, CC-1065, SN-38, topotecén, morfolino-doxorrubicina, rizoxina,
cianomorfolino-doxorrubicina, equinomicina, combretastatina, netropsina, epotilona A y B, estramustina, criptofisinas,
cemadotina, maitansinoides, discodermolida, eleuterobina, y mitoxantrona.

En algunas realizaciones, la unidad de Farmaco es un agente antitubulina. Los ejemplos de agentes antitubulina
incluyen, aunque sin limitacion, taxanos (por ejemplo, Taxol® (paclitaxel), Taxotere® (docetaxel)), T67 (Tularik) y
alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina y vinorelbina). Otros agentes antitubulina
incluyen, por ejemplo, derivados de bacatina, analogos de taxanospor gjemplo, epotilona Ay B ), nocodazol, colchicina
y colcimida, estramustina, criptofisinas, cemadotina, maitansinoides, combretastatinas, discodermélido y eleuterobina.

En determinadas realizaciones, el agente citotoxico es maitansina o un maitansinoide, otro grupo de agentes
antitubulina. (ImmunoGen, Inc.; véase también Chari et al., 1992, Cancer Res. 52:127-131 y la patente de EE.UU.
n.° 8.163.888).

En algunas realizaciones, la unidad de Farmaco es una auristatina. Las auristatinas incluyen, aunque sin limitacién,
AA, AFP, AEB, AEVB, MMAF y MMAE. La sintesis y la estructura de las auristatinas se describen en las publicaciones
de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2003-0083263, 2005-0238649 2005-0009751, 2009-0111756 y 2011-0020343;
la publicacién de patente internacional N.° WO 04/010957, la publicacién de patente internacional N.° WO 02/088172
y las patentes de EE.UU. N.° 7.659.241 y 8.343.928. Las auristatinas ilustrativas de la presente invencién se unen a
la tubulina y ejercen un efecto citotdxico o citostéatico sobre la linea celular deseada.

Las unidades de farmaco de auristatina ilustrativas tienen la siguiente formula o una sal farmacéuticamente aceptable
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de la misma, en donde la linea ondulada indica el lugar de unién a la unidad enlazadora:
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En algunas realizaciones, el Fa&rmaco es una benzodiacepina (incluidos los farmacos que contienen benzodiacepinas,
por ejemplo, pirrolo[1,4]benzodiacepinas (PBD), indolinobenzodiacepinas y oxazolidinobenzodiacepinas).

Las PBD son de la estructura general:

pero pueden diferir en el nimero, el tipo y la posicién de los sustituyentes, tanto en sus anillos aromaticos A como en
los anillos pirrolo C, y en el grado de saturacién del anillo C. En el anillo B hay una imina (N=C), una carbinolamina
(NH-CH(OH)) o un éter metilico de carbinolamina (NH-CH(OMe)) en la posicién N10-C11, que es el centro electrofilico
responsable de la alquilacién del ADN. Todos los productos naturales conocidos tienen una configuracién (S) en la
posicién quiral C11a que les proporciona un giro dextrégiro cuando se observan desde el anillo C hacia el anillo A.
Esto les da la forma tridimensional apropiada para la isohelicidad con el surco menor del ADN de la forma B, lo que
conduce a un ajuste completo en el sitio de unién. La capacidad de las PBD para formar un aducto en el surco menor
les permite interferir con el procesamiento del ADN, de ahi su uso como agentes antitumorales. La actividad bioldgica
de estas moléculas puede potenciarse mediante, por ejemplo, unién de las dos unidades de PBD a través de sus
funcionalidades C8/C'-hidroxilo mediante un enlazador alquileno flexible. Se cree que los dimeros de PBD forman
lesiones de ADN selectivas de secuencia, como el enlace cruzado palindrémico 5'-Pu-GATC-Py-3' entre cadenas, que
se considera el principal responsable de su actividad biolégica.

Existen varios ensayos distintos que pueden utilizarse para determinar si un conjugado Ligando-Férmaco ejerce un
efecto citostatico o citotéxico en una linea celular. En un ejemplo para determinar si un TM-CAF ejerce un efecto
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citostatico o citotéxico en una linea celular, se utiliza un ensayo de incorporacién de timidina. Por ejemplo, se cultivan
células a una densidad de 5000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos cultivan durante un periodo de 72 horas y
se exponen a 0,5 uCi de *H-timidina durante las Gltimas 8 horas del periodo de 72 horas, y se mide la incorporacién
de SH-timidina en las células del cultivo en presencia y ausencia del conjugado Ligando-Farmaco. El conjugado
Ligando-Farmaco tiene un efecto citostatico o citotdxico sobre la linea celular si las células del cultivo tienen una
incorporacion reducida de H-timidina en comparacion con células de la misma linea celular cultivadas en las mismas
condiciones, pero sin ponerlas en contacto con el conjugado Ligando-Farmaco.

En otro ejemplo, para determinar si un conjugado Ligando-Farmaco ejerce un efecto citostatico o citotdxico en una
linea celular, se mide la viabilidad celular determinando en una célula la captacién de un colorante, tal como rojo
neutro, azul tripan o azul ALAMAR™ (véase, por ejemplo, Page et al., 1993, Intl. J. of Oncology 3:473-476). En dicho
ensayo, las células se incuban en medio que contiene el colorante, se lavan las células y el resto del colorante, que
refleja la captacidon celular del colorante, se mide espectrofotométricamente. También puede usarse el colorante de
unién a proteinas sulforrodamina B (SRB) para medir la citotoxicidad (Skehan et a/., 1990, J. Nat'l| Cancer Inst. 82:1107-
12). Los conjugados Ligando-Farmaco preferidos incluyen los que tienen un valor de Clso (definido como la
concentracién de mAB que arroja un 50 % de destruccion celular) de menos de 1000 ng/ml, preferentemente inferior
a 500 ng/ml, mas preferentemente inferior a 100 ng/ml, incluso mas preferentemente inferior a 50 o incluso inferior a
10 ng/ml en la linea celular.

Los procedimientos generales para unir un farmaco a enlazadores se conocen en la técnica. Véanse, por ejemplo, las
patentes de EE.UU. n.° 8.163.888, 7.659.241, 7.498.298, la publicacién de Estados Unidos N.° US20110256157 y las
solicitudes internacionales N.° W02011023883 y W0O2005112919.

M - La succinimida
Una succinimida no hidrolizada (también denominada en el presente documento anillo de succinimida) conjugada con
la unidad de Ligando mediante un enlace tioéter puede representarse como sigue, en donde R representa el resto de

la unidad Enlazadora opcionalmente conjugada con una unidad de Farmaco, Unidad de Deteccién o unidad de
Estabilidad:

0

R

Ligando —S

Una succinimida no hidrolizada (también denominada en el presente documento anillo de succinimida) conjugada con
la unidad de Ligando mediante un enlace tioéter puede representarse como uno de sus isémeros de posicién como
sigue, en donde R representa el resto de la unidad Enlazadora opcionalmente conjugada con una unidad de Farmaco,
Unidad de Deteccién o unidad de Estabilidad:

@

0
HO)L : N-R

H
H

. ST N-r S 0
Ligando ~ Ligando'

Se entendera para las succinimidas no hidrolizadas y las representaciones de succinimidas hidrolizadas, puede haber
de 1 a 20, preferentemente de 1 a 12, de 1 a 10 o de 1 a 8 enlazadores autoestabilizantes conjugados a cada Ligando.
En algunos aspectos, hay de 1 a 20, preferentemente de 1 a 12, de 1 a 10 o de 1 a 8 farmacos-enlazadores conjugados
a cada Ligando. Ademas, para los conjugados descritos en el presente documento en los que no se une un Ligando,
la succinimida esta en una forma insaturada como una maleimida (capaz de reaccionar con un tiol o con el Ligando).

Unidades basicas

La unidad basica (UB) puede ser esencialmente una base capaz de facilitar el ataque de un ion hidréxido (o agua)
para hidrolizar un grupo succinimida cercano. Por consiguiente, la unidad Basica de la presente invencién se
selecciona entre el grupo que consiste en -(CHz }xNHo, -(CH2 xNHR?2y -(CH2 xNR? 2, en donde x es un nimero entero
deOad4, de1addel1a3d3ode2a3ode?2ad ytambién puede ser 0, 1, 2, 3 0 4 y cada R? se selecciona
independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1.6 y haloalquilo C1.s 0 dos grupos R? se combinan con el
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nitrégeno al que estan unidos para formar un grupo azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos
de 2 4tomos intermedios entre la base de la unidad Bésica y el atomo de nitrégeno de la succinimida (hidrolizada o
no) o dilactama.

Conjunto enlazador secundario opcional (L°)

Como se ha indicado anteriormente, el conjunto enlazador secundario opcional puede representarse mediante la
formula:

_g_Aau_WWu_Yy_g_

en donde -A- es una unidad de Extension opcional, el subindice a' es 0 o 1; -W- es una unidad Escindible opcional, el
subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1. La linea ondulada
adyacente a la unidad de Extensién opcional indica el lugar de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y la linea
ondulada adyacente a la unidad Espaciadora opcional indica el lugar de unién a la unidad de Farmaco.

Métodos generales de unién de una unidad de Farmaco, una unidad de Deteccién o una unidad de Estabilidad a una
unidad de Ligando son conocidos en la técnica y los enlazadores conocidos en la técnica pueden adaptarse para su
uso con un conjunto enlazador autoestabilizante o modificarse para incluir un componente basico y/o un grupo aceptor
de electrones utilizando las ensefianzas descritas en el presente documento. Por ejemplo, se encuentran actualmente
en desarrollo clinico los CAF de auristatina y maitansina para el tratamiento del cdncer. La monometil auristatina E se
conjuga a un anticuerpo a través de un enlazador peptidico escindible por proteasa, la monometil auristatina F se
conjuga directamente a un anticuerpo a través de acido maleimidocaproico, DM1 se conjuga a través de un disulfuro
o directamente a través del enlazador SMCC heterobifuncional y DM4 se conjuga a través de un enlazador de disulfuro.
Estos sistemas enlazadores pueden adaptarse para su uso con un conjunto enlazador autoestabilizante o modificarse
para incluir un componente bésico y/o un grupo aceptor de electrones utilizando las ensefianzas descritas en el
presente documento y proporcionar la liberacién del farmaco mediante un sistema escindible o no escindible
dependiendo del sistema enlazador utilizado. Los enlaces disulfuro: tioéter, péptido, hidrazina, éster o carbamato son
todos ejemplos de enlaces que pueden utilizarse para conectar una Unidad Farmaco a una Unidad Enlazadora. Las
Unidades de Tramo, Unidades Escindibles y las Unidades Espaciadoras se describen con més detalle a continuacion.

Las Unidades de Tramo, Unidades Escindibles y las Unidades Espaciadoras se describen con més detalle a
continuacion.

La unidad ensanchadora

La unidad ensanchadora (-A-), cuando esta presente, amplia el marco de la unidad Enlazadora para proporcionar mas
distancia entre el conjunto de enlace autoestabilizante y la unidad de Farmaco. Una unidad de Extensién es capaz de
unir el conjunto enlazador autoestabilizante a la unidad Escindible cuando la unidad Escindible estad presente, el
conjunto enlazador autoestabilizante a la unidad espaciadora cuando la unidad Escindible esta ausente pero la unidad
Espaciadora est4 presente y el conjunto enlazador autoestabilizante a la unidad de Farmaco cuando tanto la unidad
Escindible como la unidad Espaciadora estan ausentes. Como se ha descrito, una unidad de Extensién es capaz de
unirse a més de una unidad Escindible, Unidad espaciadora y/o unidad de Farmaco.

La unidad de Extension también puede actuar para alterar las propiedades fisicoquimicas del Farmaco-Enlazador en
funcién de los componentes de la unidad de Extensién. En algunos aspectos, la unidad de Extensién se afiadira para
aumentar la solubilidad del Farmaco-Enlazador y comprendera uno o varios grupos potenciadores de la solubilidad,
tales como grupos iénicos o polimeros solubles en agua. Los solubles en agua normalmente incluyen cualquier
segmento o polimero que sea soluble en agua a temperatura ambiente e incluyen grupos de poli(etileno)glicol, asi
como otros polimeros tales como polietileniminas.

Una unidad de Extensién puede comprender uno o varios grupos de extensidén. Los grupos de tramo ilustrativos
incluyen, por ejemplo, -NH-alquileno C1.C4o-, -NH-alquileno C4-C10-NH-C(O)-alquileno C4-C1o-, -NH-alquileno C4-Cqo—-
C(0O)-NH-alquileno C4-C1o-, -NH-(CH2CH20)s-, -NH-(CH2CH20)s-CHa-, -NH-(CH2CH2NH)s-(CHo)s, -NH-(CH2CHoNH)s-
(CH2)s-NH-C(O)-(CH>)s, -NH-(carbociclo Cz-Csg-), -NH-(arileno-)-, y -NH-(heterociclo C3-Cg)-, en donde cada s es
independientemente 1-10. Un grupo de tramo representativo que tiene un grupo carbonilo para enlazarse con el resto
de la unidad Enlazadora o la unidad farmaco es el siguiente:

0

—E—NH—R”—g—é—

en donde R es -alquileno C4-C1o-, -carbociclo Cs-Cs-, -arileno-, -heteroalquileno C4-Cso-, -heterociclo C3-Cs-, -arilen-
alquileno C4-C+o-, -arilen-alquileno C4-C+o-, -alquileno C4-Cqo-(carbociclo C3-Cs)-, -(carbociclo Cz-Cs)-alquileno C1-Cio-
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, -alquileno C4-Cio-(heterociclo C3z-Cg)-, -(heterociclo Cs-Cg)-alquileno Cq-Cio-, -(CH2CHoO)q.10(-CH2)1:3- 0 -
(CH2CHoNH)110(-CH2)1.5-. En algunas realizaciones, R'3 es -alquileno C4-C1o- 0 heteroalquileno C4-Cszo-. En algunas
realizaciones, R'® es -alquileno C4-Cio-, (CH2CH2O)1.40(-CH2)13- 0 -(CH2CHaNH)110(-CH2)13-. En algunas
realizaciones, R'® es -alquileno C4-C+o-polietilenglicol o polietilenimina.

Los sistemas de liberacién de farmacos no escindibles son conocidos en la técnica y pueden adaptarse para su uso
con los conjuntos de enlazador autoestabilizante de la presente invencién como unidades de Tramo y/o unidades
Espaciadoras. Un enlazador no escindible es capaz de unir una unidad de Farmaco a un Ligando de forma
generalmente estable y covalente y es sustancialmente resistente a la escisién inducida por acidos, la escisién
inducida por luz, la escisién inducida por peptidasas o esterasas y la escisiéon de enlaces disulfuro. El farmaco se libera
de los conjugados Ligando-Farmaco que contienen enlazadores no escindibles a través de mecanismos alternativos,
tal como degradacion proteolitica del ligando.

Los reactivos reticulantes que forman enlazadores no escindibles entre los farmacos maitansinoides y los ligandos
son bien conocidos en la técnica y pueden adaptarse para su uso en el presente documento. Los reactivos de
reticulacién ilustrativos que forman enlazadores no escindibles entre los farmacos maitansinoides y los ligandos
comprenden una fraccibn basada en maleimido o haloacetilo. Entre ellos se incluyen N-succinimidil 4-
(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato  (SMCC),  N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxi-(6-
amidocaproato), que es un anélogo de SMCC de "cadena larga" (LC-SMCC), éster N-succinimidilico de acido k-
maleimidoundecanoico (KMUA), éster N-succinimidilico de acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster de N-
hidroxisuccinimida de acido e-maleimidocaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS),
éster de N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida [AMAS], succinimidil-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoato (SMPH),
4-(p-maleimidofenil)-butirato de N-succinimidilo (SMPB) e isocianato de N-(p-maleimidofenilo) (PMPI), N-succinimidil-
4-(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA) y
3-(bromoacetamido)propionato de N-succinimidilo (SBAP). Se pueden encontrar unidades de tramo adicionales para
Su uso en combinacién con el conjunto enlazador autoestabilizante de la presente invencién, por ejemplo, en la patente
de EE.UU. n.° 8.142.784.

La Unidad Escindible

La unidad Escindible (-W-), cuando esta presente, es capaz de unir el conjunto enlazador autoestabilizante a la unidad
Espaciadora cuando la unidad Espaciadora estd presente o el conjunto enlazador autoestabilizante a la unidad de
Farmaco cuando la unidad Espaciadora estd ausente. La unién desde el conjunto enlazador autoestabilizante a la
unidad Espaciadora o a la unidad de Farmaco puede ser directamente desde el conjunto enlazador autoestabilizante
cuando la unidad de Extension esta ausente o a través de la unidad de Extensién si la unidad de Extensidn esta
presente.

En alguna realizacién, la unidad Escindible se conjugara directamente con el conjunto enlazador autoestabilizante en
un extremo y con la unidad de Farmaco en el otro. En otras realizaciones, la unidad Escindible se conjugara
directamente con la unidad de Extensién en un extremo y con la unidad de Farmaco en el otro. En aun en otras
realizaciones, la unidad Escindible se conjugara directamente con la unidad de Extensién en un extremo y con la
unidad Espaciadora en el otro. En auln otras realizaciones mas, la unidad Escindible se conjugara directamente con el
conjunto enlazador autoestabilizante en un extremo y con la unidad Espaciadora en el otro. En estas realizaciones
puede utilizarse cualquiera de los conjuntos enlazadores autoestabilizantes descritos especificamente en el presente
documento.

La unidad Escindible es capaz de formar un enlace escindible con una unidad de Farmaco o una unidad Espaciadora.
Los grupos reactivos para formar enlaces escindibles pueden incluir, por ejemplo, grupos sulfhidrilo para formar
enlaces disulfuro, aldehido, cetona o grupos hidrazina para formar enlaces hidrazona, grupos carboxilicos o amino
para formar enlaces peptidicos, y grupos carboxilicos o hidroxi para formar enlaces éster.

La naturaleza de la unidad Escindible puede variar mucho. Por ejemplo, los enlazadores escindibles incluyen
enlazadores que contienen disulfuro y que son escindibles por intercambio de disulfuro, enlazadores labiles al acido
que se pueden escindir a pH acido, y enlazadores que se pueden escindir por hidrolasas, peptidasas, esterasas y
glucuronidasas.

En algunos aspectos, la estructura y secuencia de la unidad Escindible es tal que la unidad es escindida por la accidén
de enzimas presentes en el sitio diana. En otros aspectos, la unidad Escindible puede ser escindible por otros
mecanismos. La unidad Escindible puede comprender uno o multiples sitios de escisién.

En algunas realizaciones, la unidad Escindible comprendera un aminoéacido o una o més secuencias de aminoécidos.
La unidad Escindible puede comprender, por ejemplo, un monopéptido, un dipéptido, tripéptido, tetrapéptido,
pentapéptido, hexapéptido, heptapéptido, octapéptido, nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapéptido.

Cada aminoacido puede ser natural o no natural y/o un isémero D o L, siempre que exista un enlace escindible. En
algunas realizaciones, la unidad Escindible comprendera Unicamente aminoéacidos naturales. En algunos aspectos, la
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unidad escindible comprendera de 1 a 12 aminoéacidos en secuencia contigua.

En algunas realizaciones, cada aminoacido se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alanina,
arginina, acido aspértico, asparagina, histidina, glicina, acido glutamico, glutamina, fenilalanina, lisina, leucina, serina,
tirosina, treonina, isoleucina, prolina, triptéfano, valina, cisteina, metionina, selenocisteina, ornitina, penicilamina, p-
alanina, acido aminoalcanoico, acido aminoalquinico, acido aminoalcanedioico, a4cido aminobenzoico, acido amino-
heterociclo-alcanoico, acido heterociclo-carboxilico, citrulina, estatina, acido diaminoalcanoico y derivados de los
mismos. En algunas realizaciones, cada aminoacido se selecciona independientemente entre el grupo que consiste
en alanina, arginina, acido aspartico, asparagina, histidina, glicina, 4cido glutdmico, glutamina, fenilalanina, lisina,
leucina, serina, tirosina, treonina, isoleucina, prolina, triptéfano, valina, cisteina, metionina y selenocisteina. En algunas
realizaciones, cada aminoacido se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alanina, arginina,
acido aspartico, asparagina, histidina, glicina, acido glutdmico, glutamina, fenilalanina, lisina, leucina, serina, tirosina,
treonina, isoleucina, prolina, triptéfano, y valina. En algunas realizaciones, cada aminoacido se selecciona entre los
aminoécidos proteinogénicos o no proteinogénicos.

En otra realizacién, cada aminoacido se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en los siguientes
aminoécidos L-(naturales): alanina, arginina, acido aspartico, asparagina, histidina, glicina, acido glutdmico, glutamina,
fenilalanina, lisina, leucina, serina, tirosina, treonina, isoleucina, triptéfano y valina.

En otra realizacién, cada aminoacido se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en los siguientes
isémeros D de estos aminoacidos naturales: alanina, arginina, acido aspértico, asparagina, histidina, glicina, &cido
glutamico, glutamina, fenilalanina, lisina, leucina, serina, tirosina, treonina, isoleucina, triptéfano y valina.

En algunas realizaciones, la unién entre la unidad Escindible y la unidad de Farmaco puede ser escindida
enzimaticamente por una o mas enzimas, incluida una proteasa asociada a tumor, para liberar la Unidad de farmaco
(-D), que en una realizacién se protona in vivo tras la liberacidén para proporcionar un farmaco (D).

Pueden disefiarse unidades Escindibles utiles y optimizarse en su selectividad de escisién enzimatica por una enzima
particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumor. En una realizacién, una unién (o enlace) entre la unidad
Escindible y la unidad de Farmaco o unidad Espaciadora es aquella cuya escisién es catalizada por la catepsina B, C
y D, o una proteasa plasmina.

En determinadas realizaciones, la unidad Escindible puede comprender Gnicamente aminoacidos naturales. En otras
realizaciones, la unidad Escindible puede comprender Unicamente aminoécidos no naturales. En algunas
realizaciones, la unidad Escindible puede comprender un aminoéacido natural unido a un aminoéacido no natural. En
algunas realizaciones, la unidad Escindible puede comprender un aminoéacido natural unido a un isémero D de un
aminodcido natural.

Una unidad Escindible ilustrativa es el dipéptido -Val-Cit-, -Phe-Lys- o —Val-Ala.

En algunas realizaciones, la unidad Escindible comprenderd un péptido y comprendera de 1 a 12 aminoacidos. En
algunas de tales realizaciones, el péptido se conjugaréa directamente con la unidad de Farmaco y la unidad Espaciadora
estard ausente. En algunas de tales realizaciones, la unidad de Extensién y la unidad Espaciadora estaran ausentes.
En un aspecto, el péptido seré un dipéptido.

En algunas realizaciones, la unidad Escindible \W,~estaré representada por -(-AA-)1.12- 0 (-AA-AA-)16 en donde AA es
en cada aparicién independientemente seleccionada entre aminoécidos naturales o no naturales. En un aspecto, AA
es en cada aparicién independientemente seleccionado entre aminoacidos naturales. Un experto en la materia
apreciaria que los aminoacidos estan tipicamente unidos a la unidad de Farmaco o a la unidad Espaciadora a través
de unidades funcionales presentes en el aminoacido, por ejemplo, su acido carboxilico o sus amino terminales.

En otros aspectos, la unidad Escindible comprendera una unidad de glucorénido, preferentemente 1 o 2 unidades de
glucorénido. En algunas de tales realizaciones, la unidad de Glucurénido comprende un resto de azlcar (Su) unido
mediante un enlace glucésido (-O') a un Espaciador autoinmolable:

ISu-0-Y]-

El enlace glucosidico (-O’-) es normalmente un sitio de escisién de B-glucuronidasa, tal como un enlace escindible por
el ser humano, una B-glucuronidasa lisosémica.

En algunos aspectos, -[Su-O'-Y]- esté representado por la siguiente férmula:
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Sy, 2
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en donde Su es un resto de Azlcar,_-O'- representa un enlace glucosidico; cada R es, de forma independiente,
hidrégeno, un halégeno, -CN o -NO»; en donde el enlace ondulado adyacente al &tomo de nitrégeno indica la unién
covalente a la unidad de Extensién o al Ligando y el enlace ondulado adyacente al oxigeno indica la unién covalente
a la unidad Espaciadora o a la unidad de Farmaco. Una unidad Enlazadora ilustrativa que comprende un glucorénido
antes de la conjugacidén con un anticuerpo y después de la conjugacién es la siguiente, en donde la linea ondulada
indica la unién a una unidad de Farmaco o unidad Espaciadora y Ab representa un anticuerpo y S es un tomo de
azufre del anticuerpo. Se entenderé que se puede unir mas de un conjunto autoestabilizante a cada anticuerpo:

O\f{
o
(0]
CO,H N o)
HO N
H H
NH,,

(0)

O 0
CO,H N @
HO 0 HJ\L H OH
HO N
H H S
HN b

En algunas realizaciones, la propia unidad Escindible comprendera un atomo de azufre capaz de formar un enlace
con un atomo de azufre de una unidad Espaciadora o de una unidad de Farmaco para formar un disulfuro o un disulfuro
impedido. La escisién se produce entre los dos atomos de azufre del disulfuro. En algunas de tales realizaciones, uno
de los atomos de azufre se escinde de la unidad de Farmaco y, siempre que no haya otro mecanismo de liberacién,
el otro 4tomo de azufre permanece unido a la unidad de Farmaco. Una unidad Enlazadora que comprende una unidad
Escindible con un 4tomo de azufre es capaz de formar un enlace con un atomo de azufre de una unidad Espaciadora
o de una unidad de Farmaco para formar un disulfuro o un disulfuro impedido.

Los enlazadores ilustrativos incluyen, por ejemplo, el siguiente Farmaco-Enlazador en donde la linea ondulada indica
el lugar de unién al resto de la Unidad Enlazadora, D es un farmaco maitansinoide y R, y R, se seleccionan
independientemente entre H o metilo.

R, 0
—g—s—s—é_on_on_g_D

a

En la técnica se conocen diversos enlazadores disulfuro y pueden adaptarse para el uso en la invencién presente,
incluidos, por ejemplo, los que pueden formarse usando SATA (N-succinimidil-S-acetiltioacetato), SPDP (N-
succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato), SPDB (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirato), SMPT (N-succinimidil-
oxicarbonil-alfa-metil-alfa-(2-piridil-ditio)tolueno) y SPP (N-succinimidil 4-(2-piridil-ditio)pentanoato). (Véanse, por
ejemplo, Thorpe et al., 1987, Cancer Res. 47:5924-5931; Wawrzynczak et al., En Immunoconjugates: Antibody
Conjugates in Radioimagery and Therapy of Cancer (C. W. Vogel ed., Oxford U. Press, 1987. Véase también la Patente
de Estados Unidos n.® 4.880.935).

En algunas realizaciones, el enlazador escindible es sensible al pH y comprenderd, por ejemplo, un enlazador labil al
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acido que es hidrolizable en el lisosoma (por ejemplo, un grupo hidrazona, semicarbazona, tiosemicarbazona, amida
cis-aconitica, ortoéster, acetal o cetal). (Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N.° 5.122.368, 5.824.805,
5.622.929; Dubowchik y Walker, 1999, Pharm. Therapeutics 83: 67-123; Neville et al., 1989, Biol. Chem. 264:14653-
14661.) Dichos enlazadores son relativamente estables en condiciones de pH neutro, tales como las de la sangre,
pero son inestables a un pH inferior a 5,5 0 5,0, el pH aproximado del lisosoma.

En algunas realizaciones, la unidad Escindible se conjugara directamente con la unidad de Farmaco y la unidad
Espaciadora estara ausente y la unidad Escindible se unira a la unidad de Farmaco mediante un enlace peptidico,
disulfuro o hidrazona escindible.

La unidad espaciadora

La unidad espaciadora (-Y-), cuando esta presente, une una unidad Escindible a la unidad de Farmaco o una unidad
de Extensidn a la unidad de Farmaco o un conjunto enlazador autoestabilizante a una unidad de Farmaco. Como la
unidad de Extension, la unidad Espaciadora, cuando esté presente puede actuar para ampliar el marco de la unidad
Enlazadora. La unidad Espaciadora puede comprender multiples grupos autoinmolables o no autoinmolables. En
algunas realizaciones, la unidad Espaciadora comprende uno o varios grupos autoinmolables. En este contexto, la
expresion "grupo autoinmolable" se refiere a un resto quimico bifuncional que es capaz de unir covalentemente de
forma conjunta dos restos quimicos separados en una molécula tripartita normalmente estable. Esta se separara
espontdneamente del segundo resto quimico si su unidn al primer resto se escinde. En otras realizaciones, la unidad
Espaciadora no es autoinmolable. En estas realizaciones, parte o la totalidad de la unidad Espaciadora permanece
unida a la unidad de Farmaco.

En algunas realizaciones, -Y- es un grupo autoinmolable y est4 unido a una unidad Escindible a través del &tomo de
carbono metileno del grupo autoinmolable, y unido directamente a la unidad de farmaco a través de un carbonato,
carbamato o éter.

En algunas realizaciones, -Yy- es una unidad de alcohol p-aminobencilico (PAB) cuya porcién fenilénica esta
opcionalmente sustituida con -alquilo C4-Cs, -O-(alquilo C+4-Cg), halégeno, nitro o ciano. En otra realizacion, -Yy- puede
ser un grupo carbonato. Una unidad PAB no sustituida es la siguiente:

Q

A,

'ZQZ/HN
P

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

Se divulgan otras unidades Espaciadoras adecuadas en la patente de Estados Unidos publicada con el n.° 2005-
0238649.

Las unidades de Tramo ilustrativas, las unidades Escindibles y las unidades Espaciadoras que pueden utilizarse con
las presentes composiciones y métodos se describen en el documento WO 2004010957, el documento WO
2007/038658, el documento WO 2005/112919, las patentes de Estados Unidos n.° 6.214.345, 7.659.241, 7.498.298,
7.968.687, 8.163.888 y las publicaciones de Estados Unidos n.° 2009-0111756, 2009-0018086 y 2009-0274713.

En las realizaciones en donde los Conjugados se conjugan con una unidad de Estabilidad o una unidad de Deteccidn
en lugar de una unidad de Farmaco, el conjunto Enlazador Secundario opcional normalmente estard ausente. En las
realizaciones en las que esta presente el Conjunto Enlazador Secundario, la unidad de Extensién estarg generalmente
presente, pero la unidad Escindible y la unidad espaciadora estaran ausentes. La unidad de Extension extender4 el
armazén de la unidad Enlazadora para proporcionar mas distancia entre el conjunto autoestabilizante y la unidad de
Deteccion o la unidad de Estabilidad. En dichos aspectos, la unidad de Extensién es capaz de unir el conjunto de
enlace autoestabilizante a la unidad de Deteccidn o a la unidad de Estabilidad.
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CARGA DE FARMACO

El niumero de enlazadores autoestabilizantes por Ligando esta representado por p. En las realizaciones en donde los
enlazadores no estan ramificados, p representa el nUmero de moléculas de farmaco-enlazador (0o moléculas de
deteccién-enlazador o de estabilidad-enlazador) por molécula de Ligando (por ejemplo, anticuerpo). Dependiendo del
contexto, p puede representar el nUmero promedio de enlazadores autoestabilizantes por Ligando (o en realizaciones
en las que los enlazadores no estédn ramificados, el nimero promedio de moléculas de farmaco-enlazador (o de
moléculas de deteccién-enlazador o estabilidad-enlazador) por Ligando (por ejemplo, anticuerpo)). La variable p oscila
entre 1y 20, tipicamente de 1 a 12, de 1 a 10 y es, preferentemente, de 1 a 8. En algunas realizaciones preferidas,
cuando p representa el numero promedio de enlazadores autoestabilizantes por anticuerpo, p varia de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5. En algunas realizaciones, p es aproximadamente 2, aproximadamente 4 o
aproximadamente 8. En algunas realizaciones preferidas, cuando p representa el nimero promedio de moléculas de
farmaco-enlazador por anticuerpo, p varia de aproximadamente 2 a aproximadamente 5. En algunas realizaciones, p
es aproximadamente 2, aproximadamente 4 o aproximadamente 8. El nimero de D' por enlazadores
autoestabilizantes esta representado por u. u oscila entre 1y 10.

El nimero promedio de unidades de farmaco por unidad de ligando en una preparacién procedente de una reaccion
de conjugacién puede caracterizarse por medios convencionales tales como espectroscopia de masas, ensayo ELISA,
HIC y HPLC. También se puede determinar la distribucién cuantitativa de los conjugados Farmaco-Enlazador-Ligando
en funcién de p. En algunos casos, la separacidn, purificacion y caracterizacién de los conjugados homogéneos
Ligando-Farmaco, cuando p es un valor determinado del conjugado Ligando-Farmaco con otras cargas de farmaco
puede conseguirse por medios como la HPLC de fase inversa o la electroforesis.

Conjunto de enlazador autoestabilizante y velocidad de hidrdlisis

El conjunto de enlazador Autoestabilizante une la unidad de Ligando a una unidad de Extensién si la unidad de
Extensién esta presente, une la unidad de Ligando a una unidad Escindible si la unidad de Extensién esta ausente y
una unidad Escindible esta presente, une la unidad de Ligando a una unidad Espaciadora si la unidad de Extensién y
la unidad Escindible estan ausentes y la unidad Espaciadora estd presente, o une la unidad de Ligando a D' (por
ejemplo, una unidad de Farmaco) si la unidad de Extensién, la unidad Escindible y la unidad Espaciadora estén
ausentes. En algunas realizaciones, la unidad de Extensién, la unidad Escindible y la unidad Espaciadora estaran
ausentes y el conjunto enlazador autoestabilizante se conjugara directamente con D' (por ejemplo, una unidad de
Farmaco). En otras realizaciones, una o varias de la unidad de Extensién, la unidad Escindible y la unidad Espaciadora
estaran presentes.

La velocidad a la que se hidroliza la succinimida tio-sustituida del Ligando Autoestabilizante cuando forma parte de un
Conjugado Ligando-Farmaco puede cuantificarse utilizando el t1/2 de hidrélisis. El t1/2 de hidrélisis se refiere al tiempo
que tarda en hidrolizarse la mitad del compuesto de interés, es decir, sufrir la apertura de un anillo, en las condiciones
establecidas (por ejemplo, pH 7,4 y 22 °C). En algunas realizaciones de la presente invencion, el t1/2 de hidrélisis de
la succinimida tio-sustituida de la unidad Enlazadora Autoestabilizante es inferior a 4 horas, preferentemente inferior
a 3 horas, incluso més preferentemente, inferior a 2 horas, inferior a 1 hora, inferior a 45 minutos, inferior a 30 minutos,
inferior a 15 minutos utilizando el ensayo y las condiciones indicadas a continuacion.

Las velocidades de reaccién de hidrélisis de los enlazadores de fadrmaco de maleimida tras su conjugaciéon con
cisteinas de anticuerpos pueden determinarse mediante espectrometria de masas, ya que el producto hidrolizado tiene
un peso molecular de 18 dalton mayor que el conjugado no hidrolizado. La reduccidn de los disulfuros entre cadenas
de una IgG1 humana crea una Unica cisteina reducida en la cadena ligera y tres cisteinas reducidas en la cadena
pesada. A continuacién, el enlazador de farmaco de maleimida autoestabilizante puede conjugarse con el anticuerpo
reducido a pH 7,4 y 22 °C e introducirse en un espectrémetro de masas por electropulverizacién de alta resolucién a
través de una columna HPLC de fase inversa que separa las cadenas ligeras y pesadas conjugadas. De este modo,
pueden medirse las masas de las cadenas ligeras y pesadas conjugadas y determinarse las intensidades de los picos
mediante un software estandar de procesamiento de datos de espectrometria de masas (por ejemplo, MassLynx).
Realizando una serie de inyecciones a lo largo del tiempo, la desaparicién del pico correspondiente a la masa del
original, conjugado no hidrolizado y puede controlarse la aparicién del pico correspondiente a la masa del conjugado
hidrolizado, las intensidades de los picos determinados y el porcentaje de conjugado hidrolizado calculado en cada
punto de tiempo. Trazando el porcentaje de hidrélisis frente al tiempo, se genera una curva (por ejemplo, utilizando
PRISM) que puede ajustarse a una ecuacion estandar para fenémenos exponenciales que incluye un parametro para
t1/2.

En algunos aspectos, el Enlazador Autoestabilizante se disefiara de manera que el componente maleimida del
enlazador autoestabilizante no sufre hidrélisis sustancial antes de la conjugacién con la unidad de Ligando.

En algunas realizaciones de la presente invencion, el t1/2 de hidrdlisis de la succinimida tio-sustituida del enlazador
autoestabilizante es de aproximadamente 5 o aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 24 horas,
preferentemente de aproximadamente 5 o aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 12 horas, més
preferentemente de aproximadamente 5 o de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 5 horas, mas
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preferentemente de aproximadamente 5 o de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 2,5 horas, aun més
preferentemente de aproximadamente 5 o aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 1 hora, aun més
preferentemente de aproximadamente 5 o aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 30 minutos, aln més
preferentemente de aproximadamente 5 o aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 20 minutos, y aln més
preferentemente de aproximadamente 10 minutos a aproximadamente 15 minutos a un pH de aproximadamente 7 a
aproximadamente 7,5 (por ejemplo, 7,4) y una temperatura de aproximadamente 22 °C.

En algunas de estas realizaciones, la t1/2 de hidrélisis es la indicada anteriormente, la hidrélisis se completa. Se
considera que la hidrélisis es completa si se hidroliza el 90 % de la succinimida tio-sustituida. Preferentemente, se
alcanzara una hidrélisis del 95 % o més, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %. En algunas realizaciones, la reaccién de
hidrélisis competird con la formacién de dilactama y no se completara. En algunas de tales realizaciones, al menos el
90 % del producto de reaccién sera una combinacién de un conjugado de Ligando-Farmaco succinimida tio-sustituido
hidrolizado o un conjugado de Ligando-Farmaco dilactama tio-sustituido. Preferentemente al menos el 95 % o mas,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % del producto de reacciéon serd una combinacién de un conjugado de Ligando-
Farmaco tio-sustituido hidrolizado o un conjugado de Ligando-Farmaco dilactama tio-sustituido. El porcentaje de
hidrélisis puede calcularse a partir de los datos de espectrometria de masas del conjugado en el punto de tiempo final
determinando la intensidad del pico correspondiente a la masa del conjugado no hidrolizado original y la intensidad
del pico correspondiente a la masa del conjugado hidrolizado, y utilizando la suma de las intensidades pico para
determinar el porcentaje hidrolizado y el porcentaje no hidrolizado.

Ademas de caracterizar el conjugado de Ligando-Farmaco por su t1/2 de hidrélisis y/o la eficacia de la reaccidén de
hidrélisis, la estabilidad del conjugado de Ligando-Farmaco puede caracterizarse por la capacidad del conjugado de
Ligando-Farmaco de sufrir una reaccién de eliminacién y de que el ligando-farmaco se transfiera de la Unidad de
Ligando a un tiol reactivo alternativo presente en el entorno del conjugado de Ligando-Farmaco. En algunas
realizaciones, el Fa&rmaco-Enlazador no mostrara ninguna o préacticamente ninguna disociacién del Ligando en las
siguientes condiciones de ensayo e indicadas. Se considera que la expresion "disociacién sustancialmente nula del
ligando" se alcanza si es inferior al 40 %, preferentemente, inferior al 20 %, alin mas preferentemente inferior al 10 %,
0 aln mas preferentemente inferior al 5 % o inferior al 2 % del Farmaco-Enlazador en una muestra se disocia del
Ligando.

La eliminacién de un enlazador de farmaco que contiene un enlazador enzimatico de un anticuerpo puede medirse en
plasma ex vivo mediante el siguiente método. El conjugado se coloca en plasma estéril y se incuba a 37 °C. Al principio
de la incubacién y en diferentes momentos, desde 1 hora hasta 1 semana 0 mas, se extrae una alicuota y se congela
a -80 °C. Una vez completados los puntos temporales, las muestras se pasan por una resina de afinidad de proteina
A para capturar el anticuerpo, la resina se lava con tampén y, a continuacién, el farmaco se libera del anticuerpo
capturado mediante tratamiento con una enzima adecuada (por ejemplo, papaina o proteinasa K para los enlazadores
escindibles basados en péptidos). A continuacién, el farmaco liberado puede cuantificarse mediante la metodologia
LC-MS esténdar, y la cantidad de farmaco medida en cada punto de tiempo se divide por la cantidad de farmaco
medida para la alicuota de preincubacién para determinar el porcentaje de farmaco que permanece conjugado con el
anticuerpo en cada punto de tiempo. La precisién de este ensayo puede mejorarse incluyendo un estandar interno de
conjugado anticuerpo-farmaco que se prepara utilizando una versién marcada isotdpicamente del mismo ligando-
farmaco, de forma que el farmaco que se libera de él puede detectarse independientemente en el ensayo LC-MS del
farmaco liberado del farmaco-enlazador de prueba en virtud de su diferencia de masa. Este estandar interno de
conjugado anticuerpo-farmaco marcado isotdpicamente se afiade a cada muestra en cantidades iguales
inmediatamente antes del paso de captura de la proteina A. A continuacién, la cuantificacién del farmaco liberado por
el CAF de prueba se realiza de forma ratiométrica con respecto a la sefial del patrén interno mediante técnicas LC-
MS convencionales.

Un método alternativo para evaluar la eliminacién de un enlazador de farmaco de maleimida de un anticuerpo (u otro
ligando) consiste en incubar el conjugado en tampén (por ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato) a pH
ligeramente elevado (por ejemplo, pH 8,0) en presencia de un gran exceso de un tiol de molécula pequefia (por
ejemplo, N-acetil cisteina, NAC) que reaccionaréa con cualquier maleimida que se elimine del conjugado padre. Pueden
realizarse ensayos LC-MS para detectar y cuantificar el enlazador-farmaco conjugado con NAC o el ligando precursor-
conjugado. En este Ultimo caso, puede medirse la relacién entre el ligando-conjugado y el ligando no conjugado, que
permaneceré constante a lo largo del tiempo si el ligando-conjugado es estable. En la seccién de ejemplos se ofrecen
métodos adicionales.

Tratamiento del cancer

Los conjugados Ligando-Farmaco se utilizan para inhibir la multiplicacién de una célula tumoral o cancerosa,
provocando la apoptosis en una célula tumoral o cancerosa, o para su uso en el tratamiento del cdncer en un paciente.
Los conjugados de Ligando-farmaco pueden utilizarse, por consiguiente, en una diversidad de contextos para el
tratamiento de canceres. Los conjugados de Ligando-farmaco pueden utilizarse para suministrar un farmaco a una
célula tumoral o cancerosa. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, en una realizacion, la unidad de Ligando de un
conjugado de Ligando-Farmaco se une o se asocia con una célula cancerosa o un antigeno asociado a una célula
tumoral, y el conjugado de Ligando-Farmaco puede ser captado (internalizado) al interior de una célula tumoral o
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célula cancerosa mediante endocitosis mediada por receptor u otro mecanismo de internalizacién. El antigeno puede
unirse a una célula tumoral o célula cancerosa o puede ser una proteina de matriz extracelular asociada con la célula
tumoral o célula cancerosa. Una vez dentro de la célula, mediante un mecanismo escindible o no escindible, en funcién
de los componentes del sistema enlazador, el farmaco se libera dentro de la célula. En una realizacién alternativa, el
Farmaco o unidad de Farmaco se escinde del conjugado de Ligando-Farmaco fuera de la célula tumoral o célula
cancerosa, y el Farmaco o Unidad de Farmaco posteriormente penetra en la célula.

Los conjugados de Ligando-Farmaco pueden proporcionar una diana farmacoldgica especifica para tumores o cancer,
reduciendo asi la toxicidad general del farmaco. En algunas realizaciones, las Unidades enlazadoras estabilizan los
Conjugados de Ligando-Farmaco en la sangre, pero son capaces de liberar el farmaco una vez dentro de la célula.

En una realizacién, la unidad de ligando se une a la célula tumoral o célula cancerosa.

En otra realizacién, la unidad de ligando se une a un antigeno de una célula tumoral o célula cancerosa que se
encuentra en la superficie de la célula tumoral o célula cancerosa.

En otra realizacién, la unidad de ligando se une a un antigeno de una célula tumoral o célula cancerosa que es una
proteina de la matriz extracelular asociada con la célula tumoral o célula cancerosa.

La especificidad de la unidad de ligando por una célula tumoral o célula cancerosa concreta puede ser importante para
determinar los tumores o canceres que se tratan de la manera mas eficaz. Por ejemplo, el conjugado de ligando-
farmaco que tiene una unidad de Ligando BR96 puede ser Util para tratar carcinomas positivos para antigenos entre
los que se incluyen los de pulmén, mama, colon, ovario, y pancreas. Los Conjugados de Ligando-Farmaco que tienen
una unidad de Ligando de unién anti-CD30 o anti-CD70 pueden ser Utiles para tratar neoplasias hematolégicas.

Otros tipos de canceres particulares que se pueden tratar con los Conjugados de ligando farmaco, aunque sin
limitacién, los divulgados en la Tabla 1:

Tabla 1

Tumores sélidos, incluyendo, pero sin limitacién:
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer de rifién, cancer pancreatico,
cancer de huesos, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, cancer de eséfago, cancer de
estdbmago, cancer bucal, cancer nasal, cancer de garganta, carcinoma de células escamosas, carcinoma
basocelular, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebéceas,
carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma
broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de las vias biliares, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer de cuello de Utero, cancer uterino, cancer de
testiculo, carcinoma de pulmén microcitico, carcinoma de vejiga, cancer de pulmén, carcinoma epitelial, glioma,
glioblastoma multiforme, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, céancer de piel, melanoma,
neuroblastoma, retinoblastoma
canceres transmitidos por la sangre, incluyendo, pero sin limitacién:
leucemia linfoblastica aguda "LLA", leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B, leucemia linfoblastica aguda de
células T, leucemia mieloblastica aguda "LMA", leucemia promielocitica aguda "LPA", leucemia monoblastica
aguda, leucemia eritroleucémica aguda, leucemia megacarioblastica aguda, leucemia mielomonocitica aguda,
leucemia no linfocitica aguda, leucemia aguda no diferenciada, leucemia mielocitica crénica "LMC", leucemia
linfocitica crénica "LLC", tricoleucemia, mieloma multiple
leucemias aguda y crénica:
leucemias linfoblastica, mielégena linfocitica, mielocitica
Linfomas:
enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, mieloma multiple, macroglobulinemia de Waldenstrém,
enfermedad de la cadena pesada, policitemia vera

Terapia para el cancer de multi-modalidad

Los cénceres, incluidos, sin limitacién, un tumor, metéstasis, u otra enfermedad o trastorno caracterizado por un
crecimiento celular incontrolado, puede tratarse o inhibirse mediante la administracién de un conjugado de Ligando-
Farmaco.

En otras realizaciones, se proporciona una cantidad eficaz de un Conjugado de Ligando-Farmaco y un agente
quimioterapéutico para su uso en métodos de tratamiento del cancer, que incluyen administrar a un paciente que lo
necesita una cantidad eficaz de un Conjugado de Ligando-Farmaco y un agente quimioterapéutico. En una realizacién,
el agente quimioterapéutico es aquel con el que no se ha encontrado que el tratamiento del cancer sea resistente. En
otra realizacién, el agente quimioterapéutico es aquel con el que se ha descubierto que el tratamiento del cancer es
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resistente. Los Conjugados de Ligando-Farmaco pueden administrarse a un paciente que ha experimentado también
cirugia como tratamiento para el cancer.

En algunas realizaciones, el paciente también recibe un tratamiento adicional, tal como radioterapia. En una realizacién
especifica, el Conjugado de Ligando-Farmaco se administra de forma concurrente con el agente quimioterapéutico o
con radioterapia. En otra realizacién especifica, el agente quimioterapéutico o la radioterapia se administra antes o
posteriormente a la administraciéon de un conjugado de Ligando-Farmaco.

Se puede administrar un agente quimioterapéutico durante una serie de sesiones. Puede administrarse uno cualquiera
0 una combinacién de agentes quimioterapéuticos, tal(es) agente(s) quimioterapéutico(s) de tratamiento estandar.

Ademas, el conjugado de Ligando-Farmaco para su uso en métodos de tratamiento del cdncer se proporcionan como
alternativa a la quimioterapia o a la radioterapia cuando la quimioterapia o la radioterapia han resultado o pueden
resultar demasiado téxicas, por ejemplo, da como resultado efectos secundarios inaceptables o insoportables, para el
sujeto que se esta tratando. El paciente tratado puede, opcionalmente, tratarse con otro tratamiento contra el cdncer
como la cirugia, radioterapia o quimioterapia, dependiendo de qué tratamiento se considera aceptable o soportable.

COMPOSICIONES Y METODOS DE ADMINISTRACION

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los conjugados de Ligando-Farmaco se describen en el presente
documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los conjugados de Ligando-Farmaco pueden tener cualquier
forma que permita administrar el compuesto a un paciente para el tratamiento de un trastorno asociado con la
expresion del antigeno al que se une la Unidad Ligando. Por ejemplo, los conjugados pueden estar en forma liquida
o sélida. La via de administracién preferida es la parenteral. La administracién parenteral incluye inyecciones
subcutaneas, intravenosa, intramuscular, inyeccién intraesternal o técnicas de infusién. Las composiciones se pueden
administrar por via parenteral. Los compuestos pueden administrarse por via intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los conjugados de Ligando-Agente Funcional se describen en el
presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los conjugados Ligando-Farmaco pueden
presentarse en cualquier forma que permita administrar el compuesto a un paciente para el tratamiento de un trastorno
o con fines de diagndstico.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de tal manera que permitan a un compuesto estar biodisponible
tras la administracién de la composicién a un paciente. Las composiciones pueden tener la forma de una o mas dosis
unitarias, donde, por ejemplo, un comprimido puede ser una sola unidad de dosificacion.

Los materiales utilizados en la preparacién de las composiciones farmacéuticas pueden no ser tdxicos en las
cantidades utilizadas. Serd evidente para los expertos en la materia que la dosificacion 6ptima del principio (o
principios) activo en la composicion farmacéutica dependera de una diversidad de factores. Los factores de interés
incluyen, sin limitacién, el tipo de animal (por ejemplo, un ser humano), la forma particular del compuesto, la manera
de administracién y la composicién empleada.

La composicién puede ser, por ejemplo, en forma de liquido. El liquido puede ser Util para la administracién por
inyecciéon. En una composicién para su administracién mediante inyeccién se puede incluir, uno 0 mas de un
tensioactivo, conservante, agente humectante, agente dispersante, agente de suspension, tampén, estabilizante y
agente isoténico.

Las composiciones liquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, pueden incluir también uno o méas
de los siguientes: diluyentes estériles tales como agua para inyeccion, solucién salina, preferentemente solucién salina
fisiol6gica, solucién de Ringer, cloruro de sodio isoténico, aceites no volatiles, tales como mono o diglicéridos sintéticos
que pueden servir como el medio disolvente o de suspensién, polietilenglicoles, glicerina, ciclodextrina, propilenglicol
u otros disolventes; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metil parabeno; antioxidantes tales como
acido ascérbico o bisulfito sédico; agentes quelantes, tales como acido etilendiaminatetraacético; tampones tales como
aminodacidos, acetatos, citratos o fosfatos; detergentes, tales como tensioactivos no iénicos, polioles; y agentes para
el ajuste de la tonicidad tales como cloruro de sodio o dextrosa. Una composicién parenteral se puede introducir en
una ampolla, una jeringuilla desechable o un vial multidosis fabricado con vidrio, plastico u otro material. La solucién
salina fisiolégica es un adyuvante ilustrativo. Una composicién inyectable es, preferentemente, estéril.

La cantidad del conjugado que es eficaz en el tratamiento de un trastorno o dolencia concreto dependera de la
naturaleza del trastorno o dolencia, y se puede determinar mediante técnicas clinicas normalizadas. Ademas, se
pueden utilizar de manera opcional ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar los intervalos de dosificacién
6ptimos. La dosis exacta que se va a emplear en las composiciones también dependera de la via de administracién y
de la gravedad de la enfermedad o trastorno y se decidira segun el criterio del facultativo y las circunstancias de cada
paciente.

Las composiciones comprenden una cantidad eficaz de un compuesto de tal manera que se obtenga una dosificacién
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adecuada. Normalmente, esta cantidad es al menos aproximadamente un 0,01 % de un compuesto en peso de la
composicién.

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

En general, la dosificacion de un compuesto administrada a un paciente es normalmente de aproximadamente
0,01 mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del sujeto. En algunas realizaciones, la dosificacién
administrada a un paciente esté entre aproximadamente 0,01 mg/kg y aproximadamente 15 mg/kg del peso corporal
del sujeto. En algunas realizaciones, la dosificacién administrada a un paciente esta entre aproximadamente 0,1 mg/kg
y aproximadamente 15 mg/kg del peso corporal del sujeto. En algunas realizaciones, la dosificacién administrada a un
paciente esté entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 20 mg/kg del peso corporal del sujeto. En algunas
realizaciones, la dosificacién administrada esta entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 5 mg/kg o de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del sujeto. En algunas realizaciones, la
dosificacion administrada estad entre aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 15 mg/kg del peso corporal del
sujeto. En algunas realizaciones, la dosificacién administrada esta entre aproximadamente 1mg/kg vy
aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del sujeto. En algunas realizaciones, la dosificacién administrada esta
entre aproximadamente 0,1 y 4 mg/kg, incluso mas preferentemente de 0,1 a 3,2mg/kg, o incluso mas
preferentemente de 0,1 a 2,7 mg/kg del peso corporal del sujeto durante un ciclo de tratamiento.

Los conjugados de Ligando-Agente funcional, por ejemplo, Conjugados de Ligando-Farmaco) pueden administrarse
por cualquier via conveniente, por ejemplo, por infusién o inyeccién en embolada, mediante absorcién a través de
revestimientos epiteliales 0 mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal). La administracién
puede ser sistémica o local. Se conocen varios sistemas de administracién, por ejemplo, encapsulacién en liposomas,
microparticulas, microcapsulas, etc., y se pueden usar para administrar un compuesto. En determinadas realizaciones,
se administra mas de un compuesto o composicién a un paciente.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante o excipiente, con el cual se administra un compuesto. Tales
vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos, tales como agua y aceites, incluidos aquellos de origen en el petréleo,
animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo. Los
vehiculos pueden ser suero salino, goma arébiga, gelatina, pasta de almidén, talco, queratina, silice coloidal, urea.
Ademas, se pueden usar agentes auxiliares, estabilizar, espesamiento, lubricantes y colorantes. En una realizacion,
cuando se administra a un paciente, el compuesto o composiciones y los transportadores farmacéuticamente
aceptables son estériles. El agua es un transportador ilustrativo cuando los compuestos se administran por via
intravenosa. También pueden emplearse soluciones salinas y soluciones acuosas de glucosa y glicerol como vehiculos
liquidos, en particular para soluciones inyectables. Los transportadores farmacéuticos adecuados también incluyen
excipientes, tales como almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, tiza, gel de silice, estearato
de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua,
etanol. Las presentes composiciones, si se desea, también pueden contener cantidades menores de agentes
humectantes o emulsionantes o agentes tampé6n del pH.

En una realizacién, los conjugados se formulan en conformidad con procedimientos rutinarios como una composicion
farmacéutica adaptada para la administracién intravenosa a animales, especialmente seres humanos. Normalmente,
los transportadores o vehiculos para administracion intravenosa son disoluciones tampén acuosas estériles. Cuando
sea necesario, las composiciones también pueden incluir un agente solubilizante. Las composiciones para
administracién intravenosa pueden comprender opcionalmente un anestésico local tal como lignocaina para disminuir
el dolor en el sitio de la inyeccién. En general, los ingredientes se suministran por separado o se mezclan
conjuntamente en una forma de dosificacién unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado exento
de agua en un recipiente herméticamente cerrado, tal como una ampolla o un sobrecito, que indica la cantidad de
principio activo. Cuando un conjugado se va a administrar mediante infusién, se puede dispensar, por ejemplo, con un
frasco para infusién que contiene agua o solucidén salina estéril de calidad farmacéutica. Cuando el conjugado se
administra mediante inyeccidén, se puede proporcionar una ampolla de agua estéril o solucién salina para que los
componentes se mezclen antes de la administracién.

Las composiciones farmacéuticas generalmente se formulan como estériles, sustancialmente isoténicas y en total
cumplimiento con todas las normas de las précticas correctas de fabricacién (PCF) de la Administracién de Farmacos
y Alimentos de Estados Unidos.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender los conjugados de Ligando-Farmaco de la presente invencion
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones preferidas, la totalidad, o casi la totalidad, o mas
del 50 % de los conjugados ligando-farmaco presentes en la composicién farmacéutica comprende una succinimida
tio-sustituida hidrolizada. En algunas realizaciones preferidas, mas del 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de los Conjugados de Farmaco Ligando presentes en
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la composicién farmacéutica comprende una succinimida tio-sustituida hidrolizada.
Métodos de preparacién de conjugados de Ligando-Farmaco

En otro aspecto, se describen métodos de preparacién de conjugados de Ligando-Farmaco o conjugados de Ligando-
Agente Funcional que comprenden un enlazador autoestabilizante.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden las etapas de proporcionar una unidad de Farmaco-Enlazador o
Enlazadora como se describe en el presente documento, conjugar dicha unidad de Farmaco-Enlazador o Enlazadora
con un grupo sulfhidrilo de una unidad de Ligando para formar un conjugado, permitiendo que el conjugado resultante
sufra una reaccién de hidrélisis para formar un conjugado de Ligando-Farmaco que comprenda una succinimida
hidrolizada tio-sustituida.

La velocidad de la hidrélisis de la succinimida tio-sustituida puede manipularse ajustando las condiciones de reaccién
tras la conjugacion del Farmaco-Enlazador con el Ligando, por ejemplo, ajustando el pH o la temperatura. En algunas
realizaciones de la presente invencién, toda, practicamente toda o al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %
o incluso el 95 % de la succinimida tio-sustituida se hidroliza sin manipulacién de las condiciones de reaccidn, es decir,
la reaccion de hidrdlisis se produce en las mismas condiciones de reaccién que la reaccidén de conjugacién. En algunas
realizaciones, toda, practicamente toda o al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o incluso el 95 % de la
succinimida tio-sustituida se hidroliza desde 20 minutos a 4 horas después de la conjugacién, preferentemente de 20
minutos a 2 horas después de la conjugacién. En realizaciones ilustrativas, las condiciones de conjugacién son un pH
de aproximadamente 7,4 y una temperatura de aproximadamente 22 °C.

Los métodos para preparar un conjugado de Ligando-Farmaco comprenden las etapas de proporcionar una unidad de
Farmaco-Enlazador o Enlazadora que comprende un Enlazador Autoestabilizante; conjugar dicha unidad de Farmaco-
Enlazador o Enlazadora con un grupo sulfhidrilo de un Ligando para formar un conjugado de Ligando-Farmaco que
comprenda una succinimida tio-sustituida no hidrolizada; permitiendo que la succinimida tio-sustituida no hidrolizada
experimente una reaccidén de hidrélisis, en donde toda, practicamente toda o al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o
incluso el 85 % de la succinimida se hidroliza de 10 minutos a 4 horas después de la conjugacién. En algunas
realizaciones, toda, practicamente toda o al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o incluso el 95 % de la
succinimida se hidroliza en 10 minutos, en 20 minutos, 40 minutos, 60 minutos, 90 minutos o 120 minutos después de
la conjugacion. En algunas realizaciones, la reaccién de hidrélisis se produce en las mismas condiciones de reaccién
que la reacciéon de conjugacién. En realizaciones ilustrativas, las condiciones de conjugacién son un pH de
aproximadamente 7,4 y una temperatura de aproximadamente 22 °C.

Métodos para sintetizar Enlazadores Autoestabilizantes

La presente invencién proporciona, entre otras cosas, Enlaces Autoestabilizantes. Los métodos de preparacién de
unidades Enlazadoras Autoestabilizantes se incluyen en el &mbito de la presente invencion.

Los compuestos de maleimida suelen prepararse a partir de las aminas correspondientes mediante la reaccién de la

amina primaria con anhidrido maleico seguida de la ciclodeshidratacién del 4cido maledmico. El esquema general
para la preparacién de los compuestos de maleimida se muestra en el esquema siguiente.

O O R
+ NHQ"R — Oﬁf\ﬁ"i E— NeR

>

G

Para la preparacién de maleimidas que contienen grupos bésicos en la cadena lateral de la amina de partida, dichos
grupos bésicos deben ser protegidos, si es necesario. Los grupos protectores adecuados deben ser estables en las
condiciones de preparacién de la maleimida, pero deben poder eliminarse posteriormente en presencia de maleimida.
Los grupos protectores adecuados consisten en, aunque sin limitacién, grupos protectores labiles en presencia de
acidos. El grupo protector "Boc" es uno de los grupos protectores preferentes.

La primera etapa de la preparacién de maleimida, la formacién de acido maledmico, es muy facil y puede lograrse
normalmente con un buen rendimiento mediante la adicién lenta de la amina a una suspensién que contiene un exceso
estequiométrico del anhidrido maleico.

La segunda etapa, la ciclodeshidratacién del acido maledmico, puede lograrse de varias maneras conocidas por los
expertos en la materia. Por ejemplo, el uso de agentes quimicos deshidratantes ha sido un método bien establecido
para llevar a cabo esta etapa. Se han usado carbodiimidas en combinacién con alcoholes isomerizantes, por ejemplo:
DCC/HOBY, para efectuar la ciclodeshidratacién de acidos amicos a maleimidas.
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La ciclodeshidrataciéon térmica con uso de destilacién azeotrépica en presencia de catalizador 4cido es otro método
bien conocido para generar maleimidas. El uso de un disolvente azeotrépico permite eliminar eficazmente el
coproducto acuoso a medida que se forma, conduciendo asi la reaccién a la maleimida. Entre los disolventes
azeotrépicos adecuados se incluyen ciclohexano, benceno, tolueno, etilbenceno, mesitileno y similares. El tolueno se
considera el méas deseable, ya que hierve a 110 °C a presidén atmosférica. Son preferibles temperaturas de ebullicién
inferiores a 200 °C para minimizar la posible isomerizacién térmica del acido maledmico a la estructura trans (4cido
fumaramico), termodinamicamente mas estable.

El uso de codisolventes aproéticos polares puede ser beneficioso para mejorar el rendimiento global, asi como para
reducir el tiempo de ciclodeshidratacion. Se ha indicado que varios disolventes aproéticos polares, incluidos
dimetilformamida, dimetilacetamida, acetonitrilo, N-metilpirrolidona, dimetilsulféxido y sulfonato, son utiles. El
disolvente aprético polar mas util es dimetilformamida.

La incorporacién de ciertas sales de amina en lugar de disolventes apréticos puede ser alin més beneficiosa para la
formacién de maleimida segun la patente US 5,973,166.

También se ha descrito la sintesis de maleimida asistida por microondas en una sola etapa a partir de anhidrido
maleico y una amina adecuada sin utilizar disolventes (H. N. Borah, et a/., J. Chem. Research (S), 1998, 272-272).

En ARKIVOC 2001 (v) 60-67 por V. Ondrus, et al. se ha descrito un ejemplo en el que se utiliza agua como disolvente
para la formaciéon de maleimida.

Como alternativa, los compuestos de maleimida pueden generarse a partir de maleimida y un alcohol apropiado
usando, por ejemplo, condiciones de reaccién de Mitsunobu segun el esquema siguiente (M.A. Walker, Tetrahedron
Letters, 1994, v. 35, n 5, pags. 665-668).

O o

Ph,P, DIAD

+ HO—R THF, 24h
NH -

\J
pd
|
py

El conjunto de enlazador autoestabilizante de la presente invencién estad unido a la unidad de Extensién, la unidad
Escindible, la unidad Espaciadora o la unidad de Farmaco utilizando las ensefianzas descritas en el presente
documento en combinaciéon con métodos conocidos en la materia. Los enlazadores y los farmaco-enlazadores se
conjugan con las unidades de Ligando utilizando las ensefianzas descritas en el presente documento en combinacién
con métodos conocidos en la materia. Por ejemplo, para la conjugacién con disulfuros intercatenarios, un anticuerpo
puede tratarse con un agente reductor, tal como ditiotreitol (DTT) para reducir todos o parte de los restos disulfuro de
cisteina intercatenarios para formar grupos tiol de cisteina fuertemente nucleofilicos. El anticuerpo totalmente reducido
o el anticuerpo parcialmente reducido puede conjugarse posteriormente con la maleimida de la Unidad Enlazadora.
En realizaciones ilustrativas, las condiciones de conjugacién son suaves, pH de aproximadamente 7 y una temperatura
de aproximadamente 22 °C.

Productos intermedios
La presente invenciéon proporciona productos intermedios para su uso en la elaboracidn de Enlazadores

Autoestabilizantes. Los productos intermedios incluyen los siguientes, en donde T, ¢, R' y R' son como se han
descrito anteriormente.
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s O

NRY

OH

NH,
Enlaces autoestabilizantes de maleimida o succinimida mono-tio-sustituida o di-tio-sustituida

Ademas de disefiar enlazadores autoestabilizantes para aumentar la velocidad de hidrélisis de las succinimidas
monotio-sustituidas, también pueden utilizarse enlazadores autoestabilizantes para aumentar la velocidad de hidrdlisis
de maleimidas monotio-sustituidas, maleimidas di-tio-sustituidas o succinimidas di-tio-sustituidas.

En vista de lo anterior, un Conjugado de Ligando-Agente Funcional puede comprender una Unidad de Ligando y al
menos un Agente Funcional seleccionado entre una Unidad de Farmaco, una Unidad de Deteccién o una Unidad de
Estabilidad, en donde la unidad de Ligando y cada uno del o los Agentes Funcionales estan unidos por un conjunto
enlazador autoestabilizante que comprende un anillo de succinimida, un anillo de maleimida, un anillo de succinimida
hidrolizada o un anillo de maleimida hidrolizada, en donde el anillo de succinimida, el anillo de maleimida, el anillo de
succinimida hidrolizada o el anillo de maleimida hidrolizada se conjuga directamente con la Unidad de Ligando
mediante uno o dos enlaces tioéter; y una base y un grupo aceptor de electrones unidos operablemente para estabilizar
el conjugado en plasma en relacién con un Conjugado de Ligando-Agente Funcional que carezca del conjunto
enlazador autoestabilizante (es decir, aumentando la velocidad de hidrélisis del anillo de succinimida o maleimida). En
algunos aspectos, el grupo aceptor de electrones se coloca para aumentar la electrofilia de la succinimida o maleimida,
haciéndola més reactiva con el agua, y la base se coloca para ayudar a la hidrélisis del anillo de succinimida o
maleimida (por ejemplo, mediante un mecanismo de catalisis intramolecular de la base).

El anillo de maleimida puede conjugarse con la Unidad DE Ligando mediante uno o dos enlaces tioéter, como se ilustra
a continuacion, tanto en forma no hidrolizada como hidrolizada, y el anillo de succinimida puede conjugarse con la
Unidad DE Ligando mediante dos enlaces tioéter, como se ilustra a continuacién, tanto en forma no hidrolizada como
hidrolizada, en donde la linea ondulada indica el punto de unién con el resto del conjugado enlazador o del conjugado
enlazador-agente funcional:
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En realizaciones en donde el anillo de maleimida, maleimida hidrolizada, anillo de succinimida o succinimida
hidrolizada se conjuga con el Ligando mediante dos enlaces tioéter, p normalmente oscilaentre 1y 10,01y 8,01y
4, y la maleimida o succinimida puede conjugarse con la misma o diferentes cadenas polipeptidicas del Ligando. En
algunos aspectos, el Ligando es un anticuerpo. En otros aspectos, el Ligando es una proteina no anticuerpo.

5
Los métodos para preparar halomaleimidas mono-tiosustituidas o di-tiosustituidas, asi como succinimidas ditio-
sustituidas, son conocidos en la materia, al igual que los métodos para conjugarlas con ligandos, véase, por ejemplo,
Ryan et al., Chem. Commun., 2011, 47, 5452-5454 y Smith et al., J. Am. Chem. Soc. 2010, 132(6), 1960-1965.
10 Ejemplos
Ejemplo 1 - Sintesis de componentes autoestabilizantes representativos
15
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Maleil-Lisina(boc)OH

O 0
i):o H O
N
0 = Boc- \WLOH
H ACOH 0 NH

Hz HO =

Formula quimica: CygH5 N,O5

Formuta quimica: Cy4H.N,Oy Beso molecular 344 36

Peso molecular: 246,30

En un matraz de fondo redondo de 50 ml se disolvieron H-Lys(boc)-OH (246 mg, 1 mmol) y anhidrido maleico (98 mg,
1 mmol) en 1 ml (4 vol.) de acido acético y la solucién se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de
5 reaccién se concentrd hasta obtener un aceite en el evaporador rotatorio y el producto se precipité afladiendo ~ 10 ml
de diclorometano. El precipitado se recogid por filtracién al vacio, se lavé con diclorometano y se secé durante la
noche en la estufa de vacio. Se recuperaron 270 mg de producto en forma de polvo blanco (rendimiento del 85 %)

Maleoil-Lisina(boc)-OH
10

O
H
N J A . O
Boo~ M OH Tolueno N oL
O NH reflujo Boo~ OH
HO" U

Formula quimica: CygH,4N,O7

Peso molecular: 344,36 Formula quimica: CqsHasN,Og

Peso molecular: 326,34

Se suspendié maleil-Lys(boc)-OH (100 mg, 0,29 mmol) en Tolueno (3 ml) y trietilamina (224 ul) sobre tamices
moleculares en un matraz de fondo redondo de 50 ml equipado con un condensador. Se afiadié DMA (-150 ul) para

15  favorecer la solubilidad. La solucidn se calentd a 125 °C y se someti6 a reflujo durante 4 horas, tras lo cual mediante
LCMS se demostré que la reaccidén se habia completado. La mezcla de reaccidn se concentr6 hasta sequedad en el
evaporador rotatorio, se redisolvié en DMSO y se purificd mediante HPLC preparativa. Se aislaron 56 mg de producto
como un polvo blanco. (Rendimiento del 60 %)

20 Maleil-DPR(boc)OH

i
sSla HG O NH
\]\;)_ +° o

H !
Boo 9 AcOH g,)LN on
~ N/TKDH e i #
Hs

H
Formula quimica: CgHsNL0, Formula quimica: Cygh Ny
Peso molecular: 204,22 Paso molesular: 302,28

Se preparé maleil-DPR(boc)-OH de la misma manera que maleil-Lisina(boc)OH. (503 mg, 67 %)
25
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Maleoil-DPR(boc)-OH

Boc Boc
i
HO. O i TEA, RN
\f O Tolueno o
‘\/}LN OH refidje N O
H —_— ¢
N,
0
Farmula quimica: C ;H, N0, Formula guimica:C o H N0y
Peso molecular: 302,28 Peso molecular: 284,27

Se preparé maleoil-DPR(boc)-OH de la misma manera que maleoil-Lys(boc). (340 mg, 71 %)

5 Maleil-Dimetil-lisina

o}
O
i J}:O ) o
R i 5
blé i AcOH /N\f*\./*\,)l\QH
-~ \\/“\\,.'X OFf e AO\ NH
O Xy

~ nols

Férmula quimica: CaH NG,

Peso molecular: 174,24 Formula quimica: C.gHa Ny 05

Peso molecutar: 272,30

Se preparé maleil-dimetil-lisina de la misma manera que maleil-lys(boc)-OH, con la excepcidn de que el producto no
10  precipitd tras la adicidn de diclorometano. En su lugar, el aceite se coevapord con diclorometano/ hexano 1:1 hasta
obtener una espuma blanca y se secé en alto vacio durante una noche. (109 mg, 99 %)

Maleoil-dimetil-lisina

[ Q ACOH | Q
{ reflujo N i
/‘NW\/’LOH d -~ \/’\,/\’/t\OH
: N
o O M O M0

Ho'ﬂ\v"j =

Formuda quimica: C,H g M0y

Farrmuta quitniva: MG,
TR QI Paso molecular: 254,28

15 Peso molamddar 272,30

En un matraz de fondo redondo de 10 ml se disolvié maleil-dimetil-lisina (100 mg) en &cido acético (1 ml) y se sometid

a reflujo durante 4 horas. Después de 4 horas, la mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad en el evaporador

rotatorio y se secé hasta obtener una espuma blanca en alto vacio. La RMN del material bruto muestra una conversion
20 del -80 % basada en la relacién entre el singlete a 6,9 ppm y los protones olefinicos del material de partida.

Ejemplo 2 - Sintesis de mDPR-Val-Cit-PAB-MMAE

Se preparé mDPR-Val-Cit-PAB-MMAE acoplando mDPR protegido con Boc a Val-Cit-PAB-MMAE utilizando métodos
25  esténdar para el acoplamiento de péptidos. El grupo Boc se eliminé en la dltima etapa.
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Esquema:

5 ‘ Froc-Vak-Cit-PAB-OCO-pNP
" \/ﬁ\ H o D HoBt
an PN . M DMF, DIFEA
| P | -
AT “~

"~ & .
2} D#F, dimetilaming 109

w\ Val-Cii-PAB-MMAE
NH

O)\NHZ

Box py VBFCI-PAB-MMAE
o A HATU, DIPEA, DMF
\
~N oH E
u 2) 10% TFA/ DCM

N
"JLT g QﬁNYLO

zT

4] O/Ti‘

\LNH mDPR-Val-Cit-PAR-MMAE
o)\nnz

Preparacién de Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAE

Se cargaron MMAE (5,34 g, 6,94 mmol), Fmoc-Val-Cit-PAB-OCO-pNP (5,0 g, 6,94 mmol) y HOBt (1,4 mmol) en un
matraz de fondo redondo de 250 ml purgado con N2 y se disolvieron en 15 ml de DMA. A continuacién, se afiadid
DIPEA (2,44 ml, 14 mmol) y la solucién se agité durante toda la noche a temperatura ambiente en atmésfera inerte. El
producto se aislé mediante HPLC preparativa, utilizando un gradiente lineal del 30 % de MeCN (0,05 % de TFA) al
100 % de MeCN (0,05 % de TFA) durante 40 minutos. Las fracciones que contenian producto se concentraron en el
evaporador rotatorio hasta obtener un polvo blanco, obteniéndose 3,2 g (34 %)

Preparacién de Val-Cit-PAB-MMAE

Una solucién de 3,2 g de Fmoc-Val-Cit-PAB-MMAE en 7 ml de DMF y 7 ml de dietilamina se agitd durante 3 horas a
temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla de reaccién se concentr6 en el evaporador rotatorio hasta obtener
un aceite espeso. El producto se precipitd en éter dietilico (100 ml) y se filtré obteniéndose 2,0 g de producto en forma
de polvo blanquecino que se utilizé sin purificacién adicional.

Preparacién de mDPR (boc)Val-Cit-PAB-MMAE

En un matraz de fondo redondo de 50 ml, se disolvieron mDPR(boc)-OH (25 mg, 0,089 mmol), Val-Cit-PAB-MMAE
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(100 mg, 0,089 mmol) y HATU (41 mg, 0,107 mmol) en 2 ml de DMF. Se afiadié DIPEA (34 ul) y la solucién se agit6é
durante 1 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se diluyé con 1 ml de DMSO y el producto se aislé
mediante HPLC preparativa. (70 mg, 56 %)

Preparacién de mDPR-Val-Cit-PAB-MMAE
El material anterior se disolvié en 2 ml de TFA al 10 %/diclorometano y se agité durante 1 h a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccién se concentr6 hasta sequedad, se reconstituy6é en 1 ml de DMSO y se purificd mediante HPLC

preparativa. (56 mg, 86 %)

Ejemplo 3 - Control de la hidrélisis de la tiosuccinimida

La hidrélisis por tiosuccinimida de un bioconjugado autoestabilizante puede monitorizarse mediante espectrometria de
masas por electropulverizacion, ya que la adicién de agua al conjugado da como resultado un aumento de 18 Dalton
al peso molecular observable del conjugado. Cuando se prepara un conjugado reduciendo completamente los
disulfuros intercatenarios de un anticuerpo IgG1 humano y conjugando la maleimida con las cisteinas resultantes,
cada cadena ligera del anticuerpo contendré una Unica modificacién maleimidica y cada cadena pesada contendra
tres modificaciones maleimidicas (véase la Figura 1, arriba). Tras la hidrélisis completa de las tiosuccinimidas
resultantes, la masa de la cadena ligera aumentara por tanto en 18 Dalton, mientras que la masa de la cadena pesada
aumentara en 54 Dalton. Esto se ilustra en la figura 1 (abajo), con la conjugacién y posterior hidrélisis de un enlazador
maleimidico autoestabilizante de la presente invencién (mDPR-Val-Cit-PAB-MMAE, peso molecular 1289 Da) al
anticuerpo anti-CD30 cAC10 totalmente reducido. La presencia del Unico sitio de glicosilacién ligado al N en la cadena
pesada da lugar a la heterogeneidad de masas observada en el anticuerpo no conjugado.

Ejemplo 4 - Control de la hidrélisis 11/2

Monitorizando las intensidades de los picos no hidrolizados e hidrolizados en el espectro de masas de un bioconjugado
autoestabilizante a lo largo del tiempo (mDPR-Val-Cit-PAB-MMAE), se puede evaluar la cinética de hidrélisis. Para
ello, se traza el porcentaje de la poblacién total que se ha hidrolizado en cada punto de tiempo en funcién del tiempo
(Figura 2, arriba). A continuacién, estos datos se ajustan a la ecuacién exponencial

Y= Yo x {1 — etk

donde Y es el porcentaje de hidrélisis observado en el tiempo t, Yméx es el % de hidrélisis maxima asintética y K es
la constante de velocidad de hidrélisis. La semivida de la reaccién de hidrélisis se define como

tys = h}{;}/}{

Cuando este procedimiento se realiza en la cadena ligera de un anticuerpo hlgG1 reducido, el anélisis es bastante
sencillo ya que sélo hay un sitio de conjugacién por cadena ligera y la reacciéon es una simple progresién de la especie
no hidrolizada a la especie hidrolizada con un cambio de masa de 18 Dalton. Realizar este analisis en la cadena
pesada se complica por el hecho de que hay un total de tres sitios de conjugacién, dando lugar a una serie de picos
de +18, +36, y +54 Dalton cuando el conjugado sufre hidrélisis. El anélisis de la cadena pesada se complica aln mas
por la presencia de multiples glicoformas. El analisis presentado en la Figura 2 se realizd evaluando Unicamente los
picos derivados de la glicoforma més abundante (la transicién de 54195 Da a 54250 Da) y asumiendo que estos picos
son un sustituto razonable de toda la poblacién de glicoformas de cadena pesada. Como se aprecia en la figura 2, los
perfiles cinéticos observados para las cadenas ligeras y pesadas son muy similares. Por esta razén, y debido a las
complejidades afiadidas de cuantificar las velocidades de hidrdlisis en la cadena pesada sefialadas anteriormente, la
mayoria de los datos para caracterizar las velocidades de hidrélisis de las maleimidas autoestabilizantes conjugadas
con anticuerpos se determinaron a partir de la evaluacién de la hidrélisis de la cadena ligera.

Una limitacién de esta metodologia es que el proceso de ionizacién por electropulverizacién tiende a producir una
pequefia proporcién de aductos de sodio en los picos observados (aproximadamente el 10 % en las condiciones
utilizadas para generar los datos de la Figura 2), que tienen una masa observada 22 Dalton mayor que la masa
parental. Muchos espectrémetros de masas no tienen la resolucién suficiente para distinguir esta masa +22 de la masa
+18 resultante de la hidrélisis de una proteina con una masa molecular total superior a 25.000 dalton. Por consiguiente,
en los primeros momentos, cuando el grado de hidrélisis es bajo, la aparicién de un pico a aproximadamente +20
Dalton es una combinacién de estos dos efectos que no pueden separarse facilmente de forma experimental. Como
resultado, la estimacién del porcentaje de producto hidrolizado en los primeros puntos de tiempo es probablemente
una sobreestimacion, pero la magnitud de este efecto disminuye a medida que la reaccién avanza hacia su finalizacién
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Ejemplo 5 - Evaluacién del espaciado entre la maleimida v el grupo basico del conjunto enlazador autoestabilizante

Se planted la hipétesis de que la presencia de un grupo amino basico adyacente a la maleimida aceleraria la hidrélisis
de las tiosuccinimidas preparadas con esas maleimidas y, portanto, daria lugar a bioconjugados estables. La distancia
entre la maleimida y el grupo amino basico se reconocié como un parametro importante en el disefio de tales unidades
autoestabilizantes. Para evaluar el papel de este espaciado, se preparé una serie de maleimidas con la estructura
general

o

S N
SOy
(/2

OH

)x

HoN

donde x variaba de 1 a 4. A continuacién, estas maleimidas se conjugaron con una IgG1 humana totalmente reducida
a pH8 y 37 °C y se controlaron inmediatamente mediante espectrometria de masas por electropulverizacién para
determinar la velocidad de hidrélisis. La distancia entre el grupo basico y la maleimida es inversamente proporcional
a la velocidad de hidrélisis, es decir, cuanto mayor sea la distancia, mas lenta sera la hidrélisis. Este resultado ilustra
que la colocacién de un grupo amino béasico cerca de una maleimida da como resultado un aumento de la velocidad
de hidrolisis del anillo de succinimida de los bioconjugados preparados con la maleimida. Sin embargo, incluso con el
espaciado mas corto probado aqui (x=1), un conjugado de anticuerpo tendria que mantenerse a pH 8 y 37 °C durante
aproximadamente 5 horas para lograr una hidrélisis completa (aproximadamente 5 semividas). La exposicién de un
anticuerpo u otra proteina a tales condiciones durante periodos prolongados puede dar como resultado modificaciones
covalentes y mal plegamiento, por lo que se buscaron maleimidas con velocidades de hidrélisis aln mas rapidas.

Para preparar bioconjugados con velocidades de hidrélisis més rapidas, se prepard una serie de maleimidas con la
estructura general

donde x =1 a 4 y R = val-cit-PAB-MMAE. A continuacién, estas maleimidas se conjugaron con una IgG1 humana
totalmente reducida a pH8 y 37 °C y se controlaron inmediatamente mediante espectrometria de masas por
electropulverizacién para determinar la velocidad de hidrélisis. Como se muestra en la figura 4 (arriba), la distancia
entre el grupo basico y la maleimida dentro de esta serie de compuestos estructuralmente relacionados ejerce una
profunda influencia en el progreso de la reaccién de hidrélisis. Como en el ejemplo anterior, cuando més corta es la
distancia entre la maleimida y la amina basica, mas rapida seré la hidrélisis. Puesto que se sabe que las condiciones
bésicas (es decir, un pH elevado) aumentan la velocidad de hidrélisis de los anillos de maleimida y succinimida, este
efecto es, presumiblemente, un ejemplo de catélisis intramolecular por un mecanismo de base general. Dentro de esta
serie, los compuestos con x=2 y x=3 no alcanzaron la hidrdlisis completa durante las 3 horas de incubacién, en lugar
de alcanzar una asintota aproximadamente al 80 % y al 50 %, respectivamente (los graficos estan normalizados con
respecto a la hidrélisis maxima alcanzada). Este fenémeno puede deberse a una reaccién competidora, como el
ataque nucleofilico directo de la amina primaria en el anillo de succinimida o puede deberse a una impureza isomérica
en la maleimida que da lugar a una cinética de hidrélisis bifasica.

Ejemplo 6 - Cinética de hidrélisis

Los ejemplos anteriores ilustran la influencia que puede tener un grupo basico sobre la velocidad de hidrélisis del anillo
de succinimida en un bioconjugado, dependiendo de la distancia entre el grupo basico y la maleimida de la molécula
precursora. Sin embargo, se espera que la presencia de grupos aceptores o donadores de electrones también influya
en la velocidad de hidrélisis del anillo, ya que estos grupos influiran en la densidad electrénica (y, por tanto, en la
electrofilia) en los carbonos carbonilo del anillo. En los conjugados del ejemplo 5, un grupo carboxamida esta presente
en posicidén alfa con respecto al nitrégeno del anillo (es decir, un Unico atomo de carbono estd presente entre el
nitrégeno del anillo y el carbono carbonilo de la carboxamida). Dado que la carboxamida es un grupo débil aceptor de
electrones, es probable que su presencia influya en las velocidades de hidrélisis observadas. Para comprender mejor
las contribuciones relativas del grupo amino basico y del grupo carboxamida aceptor de electrones, a las velocidades
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de hidrélisis observadas, se conjugaron una serie de maleimidas con un anticuerpo IgG1 humano reducido a pH 7,4,
22 °C y se determinaron las velocidades de hidrélisis mediante espectrometria de masas (Figura 5). Estas maleimidas
sélo contenian la carboxamida en posicién alfa (tridngulos), sélo la amina primaria en posicién beta (triangulos
invertidos), o tanto la carboxamida como la amina primaria (circulos). También se evalué una maleimida de control
que no contenia ninguno de los grupos préximos a la maleimida, aunque su hidrélisis es tan lenta que no se observé
ninguna reaccién en estas condiciones y no se representan datos. En estas condiciones, la maleimida
autoestabilizante, que contiene tanto la base como el grupo aceptor de electrones, produjo un bioconjugado con una
hidrélisis t1» de s6lo 12 minutos, mientras que la maleimida que sé6lo contenia la amina produjo un ti» de 2,5 horas, y
la maleimida que sélo contenia la carboxamida produjo un tio de 24 horas. Este resultado indica que el grupo basico
y el grupo aceptor de electrones actian conjuntamente para producir un conjugado con una cinética de hidrélisis muy
rapida, que es la mas conveniente para la fabricacién de bioconjugados en las condiciones suaves deseables. Los
conjugados preparados con la diaminopropionil maleimida (circulos) presentan unas caracteristicas de hidrdlisis
ideales, con un ti inferior a 15 minutos en condiciones muy suaves y la reaccién se acerca al 100 % de finalizacion
en aproximadamente 2 horas.

Ejemplo 7 - Evaluacién del espaciado entre el grupo maleimida y el grupo carboxamida del conjunto enlazador
autoestabilizante

La rapida y completa hidrélisis de la succinimida observada en los conjugados preparados con el &cido
autoestabilizante diaminopropionil maleimido farmaco-enlazador (DPR) mostrados en los ejemplos 5 y 6 anteriores
indica la importancia tanto del grupo bésico como del grupo aceptor de electrones para el disefio. Se prepard un
segundo enlazador-farmaco maleimido isomérico con acido diaminopropiénico para evaluar ademés el papel de estos
dos componentes en el comportamiento de hidrélisis de los conjugados resultantes. Las estructuras se denominan a-
maleimido DPR y B-maleimido DPR y se muestran a continuacion.

a-maleimido DPR B-maleimido DPR

R = val-cit-PAB-MMAE

Ambas maleimidas DPR poseen una amina primaria basica que esta separada del nitrégeno maleimido por dos atomos
de carbono. Ambas poseen también un grupo carboxamida aceptor de electrones, sin embargo la distancia del
nitrégeno maleimido a la carboxamida varia de 1 a 2 unidades de carbono (a y B, respectivamente). Por Ultimo, la
separacién entre la amina béasica y la carboxamida también varia de 1 a 2 unidades de carbono (B y q,
respectivamente). En conjunto, esto significa que en la B-DPR, la carboxamida ejerce menos influencia de acepcién
de electrones sobre el anillo de maleimida pero mas influencia de acepcion de electrones sobre la amina primaria, en
relaciéon con la a-DPR. Se espera que esto ralentice la velocidad de hidrélisis al reducir tanto la electrofilia de la
maleimida como la basicidad de la amina primaria. Cuando estos enlazadores-farmaco maelimido se conjugaron con
anticuerpos reducidos y se controlé la hidrélisis de la succinimida, se observé una velocidad de hidrélisis 17 veces
menor para la B-DPR en relacién con la a-DPR (Figura 6). Este ejemplo ilustra cémo la posicién relativa de un grupo
bésico y de un grupo aceptor de electrones puede utilizarse para "sintonizar" la velocidad de hidrdlisis.

Ejemplos 8-15

Para evaluar la estabilidad y la actividad farmacolégica de los CAF preparados con enlazadores-farmaco
autoestabilizantes, se prepar6 un enlazador-farmaco maleimido autoestabilizante. Este enlazador-farmaco contiene el
grupo maleimido-DPR acoplado al agente citotdxico MMAE a través de un grupo autoinmolable val-cit PAB escindible
por proteasa (denominado en el presente documento maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE). A modo de comparacién,
se utilizé un farmaco-enlazador no autoestabilizante (denominado en el presente documento maleimido-caproil-val-
cit-PAB-MMAE). La unica diferencia entre estos agentes es la unidad entre la maleimida y el grupo valina del enlazador
val-cit. Las unidades de maleimida de estos farmaco-enlazadores pueden prepararse utilizando anhidrido maleico y
acido diaminopropiénico y aminocaproico monoprotegidos, respectivamente.
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diaminopropionilo ¢
HENJ .‘\{}

aminocaproilo

HN 0

Ejemplo 8 - Evaluacién de la estabilidad de los conjugados de Ligando-Farmaco en tampén

En los sistemas tampén estandar, la eliminacién de maleimida de un bioconjugado preparado mediante quimica tiol-
maleimida es esencialmente indetectable porque la maleimida eliminada reacciona répidamente de nuevo con el tiol,
dando como resultado un equilibrio que se encuentra muy hacia el lado del conjugado intacto. Sin embargo, la adicién
de un secuestrante de tioles al tampén crea un sistema en el que la maleimida que se elimina del bioconjugado puede
reaccionar en su lugar con el secuestrante, dando como resultado una pérdida observable persistente de la maleimida
de la proteina. Se realizé un experimento utilizando un sistema de este tipo con conjugados de anticuerpo-farmaco
preparados con un enlazador de farmaco maleimido diaminoproprionil (DPR) autoestabilizante junto con un enlazador
de farmaco caproil no estabilizante. Se prepararon CAF con 8 farmacos por anticuerpo de maleimido-DPR-val-cit-
PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE utilizando una IgG1 humanizada totalmente reducida. La carga de
farmaco se confirmé mediante HPLC en fase inversa en una columna polimérica PLRP-S, tal como se ha descrito
previamente (Sun 2005). La hidrélisis completa de la succinimida del enlazador autoestabilizante también se confirmd
mediante espectrometria de masas por electropulverizacién. Estos CAF se colocaron en tampén Tris 150 mM, pH 8,
a 2,5 mg/ml, que contiene 10 mM de N-acetilcisteina como secuestrante, y se incubaron durante 2 semanas a 37 °C.
En siete puntos de tiempo durante la incubacién, se extrajo una alicuota de cada CAF y se congelé a -80 °C. Una vez
finalizado el curso temporal, todas las muestras se analizaron mediante el método de HPLC en fase inversa
mencionado anteriormente para determinar la proporciéon farmaco:anticuerpos. Los resultados de este estudio se
muestran en la Figura 7. EI CAF preparado con el enlazador-farmaco DPR maleimido autoestabilizante mostrd una
pérdida minima de farmaco a lo largo del tiempo (de 8,0 a 7,9 farmacos por anticuerpo a lo largo de 14 dias), mientras
que el CAF preparado con el farmaco-enlazador de caproil maleimido perdidé aproximadamente la mitad de su carga
de farmaco (de 8,0 a 3,9 farmacos por anticuerpo a lo largo de 14 dias) en estas condiciones.

Ejemplo 9 - Estabilidad plasmatica ex vivo (método de fase inversa)

La evaluacién de la carga de farmaco de los CAF humanizados en muestras de plasma no humano mediante el método
de HPLC de fase inversa descrito en el Ejemplo 8 puede lograrse aislando primero los CAF con resina IgSelect (GE
Healthcare), que se une selectivamente al dominio Fc humano. Se prepararon CAF con 8 farmacos por anticuerpo de
maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE utilizando una IgG1 humana totalmente
reducida. Estos CAF (0,25 mg/ml) se incubaron en plasma estéril de rata durante 7 dias a 37 °C. En siete puntos de
tiempo durante la incubacién, se extrajo una alicuota de 50 pl de cada CAF y se congel6 a -80 °C. Una vez finalizado
el tiempo, los CAF se purificaron a partir de cada muestra y se analizaron mediante HPLC de fase inversa para
determinar la proporcién farmaco:anticuerpos. Los resultados de este estudio se representan en la Figura 8. Como se
observé en el tampédn, la incubaciéon de un CAF preparado con una maleimida autoestabilizante en plasma de rata
también da lugar a una pérdida de farmaco poco o nada observable en condiciones que dan lugar a la pérdida de
aproximadamente la mitad del farmaco de un CAF maleimido-caproil.

Ejemplo 10 - Estabilidad plasmatica ex vivo (método del farmaco conjugado)

Se utilizé un segundo formato de ensayo para evaluar la estabilidad del CAF en plasma humano y de rata ex vivo. Se
prepararon CAF con 4 farmacos por anticuerpo de maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-
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PAB-MMAE utilizando una IgG1 humana parcialmente reducida a un nivel de 4 tioles por anticuerpo (resultando en un
CAF con 4 farmacos por anticuerpo). Estos dos CAF se introdujeron en plasma humano y de rata y se incubaron a
37 °C durante 7 dias. En siete puntos de tiempo durante esta incubacion, se extrajeron alicuotas y se congelaron a -
80 °C hasta la finalizacién del curso temporal. A continuacién, se aislaron los CAF de cada muestra y se liber6 MMAE
proteoliticamente de los CAF aislados como se ha descrito previamente (Sanderson 2005). A continuacién, se
cuantificé la MMAE liberada mediante LC-MS/MS y se normalizé con respecto al valor inicial de cada CAF (Figura 9).
En plasma humano y de rata, el CAF preparado con una maleimida autoestabilizante perdié poco o nada de farmaco
en estas condiciones, mientras que en un CAF de maleimido-caproil se perdia aproximadamente la mitad del farmaco.

Ejemplo 11 - Estabilidad in vivo

Como se ha descrito en el Ejemplo 10 anterior, la proporcién de farmaco:anticuerpos se puede medir para los CAF en
plasma de rata mediante analisis HPLC en fase inversa tras purificacién con resina IgSelect. Este método se aplicé a
muestras procedentes de un experimento farmacocinético in vivo en ratas. Se prepararon CAF con 4 farmacos por
anticuerpo de maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE utilizando una 1gG1
humanizada parcialmente reducida a un promedio de 4 tioles por anticuerpo (resultando una proporcién de
farmaco:anticuerpos de 4). Estos CAF se purificaron posteriormente como se ha descrito previamente (Sanderson
2005) mediante cromatografia de interacciéon hidrofébica para aislar las especies que contienen 4 farmacos por
anticuerpo. Estos CAF se dosificaron por via intravenosa a 10 mg/kg en ratas Sprague-Dawley. En cinco puntos de
tiempo, se sacrificaron tres animales de cada grupo de dosificacién y la sangre recogida se procesé para obtener
plasma y se congelé a -80 °C. Una vez finalizado el estudio, todas las muestras se procesaron mediante el método de
resina IgSelect descrito anteriormente, excepto que el volumen de la muestra varié. La proporcién farmaco;anticuerpos
en cada punto de tiempo de este estudio se representa en la figura 10. Como se observé en el plasma de rata ex vivo,
el CAF preparado con una maleimida autoestabilizante presenta una pérdida minima de farmaco in vivo, pasando de
un valor inicial de 4,1 farmacos por anticuerpo a un valor de 3,6 farmacos por anticuerpo (reduccién del 12 %) al cabo
de 7 dias. Durante este mismo periodo de tiempo, la proporcidén de farmaco:anticuerpos de un CAF preparado con un
enlazador maleimido-caproil descendid de un valor inicial de 3,9 a un valor de 1,5 (reduccién del 61 %). Esto ilustra
que el aumento de la estabilidad de un farmaco-enlazador autoestabilizante que se observa ex vivo se traslada a un
entorno in vivo.

Ejemplo 12: Farmacocinética

Dado que los CAF de maleimido-caproil son propensos a la pérdida de farmaco por eliminacién de maleimida, mientras
que los CAF de maleimida autoestabilizante no lo son, es razonable predecir que la exposicién al farmaco conjugado
con anticuerpos sera mayor tras dosis equivalentes de los dos CAF. Para confirmar esta prediccion, se prepararon
CAF con 4 farmacos por anticuerpo de maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE
utilizando una IgG1 humana parcialmente reducida a un promedio de 4 tioles por anticuerpo (resultando una proporcién
farmaco:anticuerpos de 4). Estos dos CAF se dosificaron a 2 mg/kg en ratas Sprague-Dawle y se tomaron muestras
de sangre en siete puntos de tiempo que se procesaron para obtener plasma. Estas muestras de plasma, junto con
los estdndares de cada CAF para la preparacién de una curva de calibracién, se sometieron al procedimiento de
captura en resina mAb Select y liberacién de papaina descrito en el ejemplo 10 anterior para medir la concentracién
de MMAE conjugado con anticuerpos. Las concentraciones del farmaco conjugado con el anticuerpo fueron mayores
para el CAF preparado con el enlazador-farmaco autoestabilizante, con la magnitud de la diferencia aumentando con
el tiempo (datos no mostrados). Las concentraciones iniciales del farmaco conjugado con anticuerpos son
superponibles, lo que refleja la equivalencia de la dosis y la proporcién de farmaco-anticuerpos de los CAF. Sin
embargo, se observa divergencia en el primer dia, alcanzando una diferencia del doble al tercer dia. Estas
concentraciones mas altas dieron lugar a un AUC del farmaco conjugado con anticuerpos aproximadamente un 40 %
mayor para el CAF autoestabilizado en relacién con el CAF de maleimido-caproil

Ejemplo 13 - Toxicologia

Para evaluar el impacto de las maleimidas autoestabilizantes en la toxicologia, se prepararon CAF con 4 farmacos por
anticuerpo de maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE o maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE utilizando una 1gG1
humanizada (que no tiene unién conocida a ningln antigeno de rata) parcialmente reducida a un promedio de 4 tioles
por anticuerpo (resultando una proporcién promedio de farmaco:anticuerpos de 4). Estos CAF se dosificaron por via
intravenosa en ratas CD®IGS hembra (Charles River Laboratories) a 10 mg/kg (6 ratas por articulo de ensayo méas 6
ratas que recibieron sélo vehiculo). Antes de la dosis y en 3 momentos después de la dosis, se tomaron muestras de
sangre para analisis hematolégicos y de quimica sérica en busca de biomarcadores de toxicidad. La neutropenia
inducida por el CAF de MMAE parecié menos grave para el conjugado autoestabilizado que para el CAF maleimido-
caproil (datos no mostrados).

Ejemplo 14 - Concentracién plasmatica del farmaco liberado

El experimento toxicolégico descrito en el ejemplo 13 anterior también incluy6 extracciones de sangre una hora y 24
horas después de la dosis, que junto con las muestras de 4 dias y 7 dias después de la dosis se analizaron para
MMAE no conjugado en plasma por LC-MS/MS. Los resultados de este analisis indicaron que las concentraciones
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méximas de MMAE circulante son aproximadamente 2 veces menores para el CAF maleimido-DPR-val-cit-PAB-MMAE
autoestabilizante en relaciéon con el maleimido-caproil-val-cit-PAB-MMAE (datos no mostrados).

Ejemplo 15. Actividad de xenoinjerto

Para evaluar el impacto del farmaco-enlazador autoestabilizante en la actividad antitumoral de los CAF, se prepararon
conjugados con el anticuerpo anti-CD30 cAC10 usando farmaco-enlazadores que contenian la carga util citotdxica
val-cit-PAB-MMAE unida al anticuerpo mediante un grupo maleimido-caproilo o un grupo maleimido-DPR
autoestabilizante. Estos CAF se evaluaron en dos modelos murinos distintos de xenoinjertos de neoplasias humanas
CD30+. En el primer modelo (Figura 11), se implantaron células Karpas-299 (ALCL humano) por via subcutanea en
ratones SCID hembra y se dejé que los tumores alcanzaran un volumen aproximado de 250 mm? antes de administrar
dosis de 1 mg/kg semanal durante tres dosis (seis ratones por grupo de dosis). Los seis ratones dosificados con el
CAF maleimido-caproil experimentaron cierto retraso del crecimiento tumoral en relacién con el grupo no tratado, y
dos animales experimentaron una reduccidén parcial del tumor; sin embargo, todos los tumores crecieron y todo el
grupo fue sacrificado con tumores grandes. El grupo de dosis de CAF autoestabilizante experimenté respuestas
completas (sin tumor detectable) en los seis animales, cinco animales experimentaron regresiones duraderas a lo
largo del estudio y s6lo un animal fue sacrificado tras la reaparicion del tumor el dia 55 del estudio. Los resultados de
este estudio indican una actividad antitumoral in vivo significativamente mayor para la CAF preparada con el farmaco-
enlazador autoestabilizante. En el segundo modelo, se implantaron células L428 (linfoma de Hodgkin humano) por via
subcutanea en ratones NSG hembra y se dejé que los tumores alcanzaran un volumen aproximado de 100 mm? antes
de administrar dosis de 1 mg/kg cada cuatro dias durante cuatro dosis (seis ratones por grupo de dosis). Todos los
animales de ambos grupos de dosis de CAF experimentaron un retraso significativo del crecimiento durante el
tratamiento, sin embargo, todos los tumores comenzaron a crecer después del dia 28 del estudio, sin diferencias
significativas entre los CAF maleimido-caproil y los autoestabilizantes. Por lo tanto, la mejora de la actividad antitumoral
observada con el CAF autoestabilizante en estudios de xenoinjertos parece depender del modelo.
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REIVINDICACIONES

1. Un Conjugado de Ligando-Farmaco que tiene la férmula:

BU
Ab s_M1JTrPLO_D
o

p:
o)
| {
Ab—f—S—M! \ >
v P
0]
BU O
Ab S—M1)\/u\< L°— D
p

o una sal del mismo, en donde D es una unidad de Farmaco y Ab es un anticuerpo;
y en donde:

S es un 4tomo de azufre del anticuerpo;

M™ es un anillo de succinimida o succinimida hidrolizada o junto con UB forma una dilactama resultante de la
reaccién de la base de UB con el anillo de succinimida;

UB es una Unidad Basica seleccionada entre el grupo que consiste en -(CH2)xNHa, -(CH2)xNHR? y -(CH2)\NR?, en
donde x es un nimero entero de 0-4 y cada R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo
C1.6 ¥y haloalquilo C46 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos para formar un grupo
azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 4tomos intermedios entre la base de la
unidad Basica y el 4tomo de nitrégeno de la succinimida (hidrolizada o no hidrolizada) o dilactama;

la unidad de Farmaco es un agente citotéxico;

el subindice p oscila entre 1y 20; y

L® es un conjunto enlazador secundario opcional que tiene la férmula:

__g..Aa=_._m-.._vy,_§_

en donde -A- es una unidad de Extensién opcional, el subindice a' es 0 0 1; -W- es una unidad Escindible opcional,
el subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco, opcionalmente en
donde:

(iYw'es 1y W se conjuga directamente con la unidad de Farmaco,

(i) w' es 1y W se conjuga directamente con la unidad Espaciadora,

(i) w' es 1 y W se conjuga directamente con la unidad de Farmaco o la unidad Espaciadora mediante un enlace
eptidico disulfuro o hidrazina escindible,

(iv) W esta ausente o

(v) W esta presente y la unidad Espaciadora y la unidad de Extensién estan ausentes.

2. Un Conjugado de Ligando-Farmaco segun la reivindicacidén 1, que es de férmula:
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BU
Ab S—M1)\u_éAa—Ww—Yy—D

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

el subindice p oscila entre 1y 12;

UB es -CHaNH,, -CH2CH2NH,, -CH2CH2CHoNH 0 -CH2CH2CH2CHoNH,; y M* es un anillo de succinimida o un anillo
de succinimida hidrolizada y D se selecciona entre el grupo que consiste en auristatinas y pirrolo[1,4]Jbenzodiacepinas
(PBD).

3. Un Conjugado de Ligando-Farmaco segun la reivindicacién 1, que tiene la estructura:

O

0 0
HO,C N 0 OH
BT HJ\L :
OH H)ﬁ/ s—§—
H,N

en donde la linea ondulada adyacente al carbonilo indica la unién covalente a la unidad de Farmaco (D), opcionalmente
a través de una unidad Espaciadora (Y), y S es un atomo de azufre del anticuerpo (Ab) para la unién covalente de la
unidad Enlazadora.

4. Un Conjugado de Farmaco-Enlazador que tiene la formula:

e BU
O
& -
\
© ]
O
/ BU
N {9 D
O
o
o]
/ BU
N L°>—D
0O o]
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o una sal del mismo, en donde

D es una unidad de Farmaco;

UB es una Unidad Basica seleccionada entre el grupo que consiste en -(CH2)xNHa, -(CH2)xNHR? y -(CH2)\NR?, en
donde x es un nimero entero de 0-4 y cada R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo
C1.6 ¥y haloalquilo C46 0 dos grupos R? se combinan con el nitrégeno al que estan unidos para formar un grupo
azetidinilo, pirrolidinilo o piperidinilo, siempre que no haya menos de 2 4tomos intermedios entre la base de la
unidad Basica y el 4tomo de nitrégeno de la maleimida;

la unidad de Farmaco es un agente citotéxico; y

L® es un conjunto enlazador secundario opcional que tiene la férmula:

—E—Aa'—Wwv—Yy_g-

en donde -A- es una unidad de Extensién opcional, el subindice a' es 0 0 1; -W- es una unidad Escindible opcional,
el subindice w' es 0 0 1; e -Y- es una unidad de Espaciador opcional y el subindice y' es 0 0 1; y las lineas onduladas
indican los puntos de unién al conjunto enlazador autoestabilizante y a la unidad de Farmaco, opcionalmente en
donde:

(iYw'es 1y W se conjuga directamente con la unidad de Farmaco,

(i) w' es 1y W se conjuga directamente con la unidad Espaciadora,

(i) w' es 1 y W se conjuga directamente con la unidad de Farmaco o la unidad Espaciadora mediante un enlace
peptidico disulfuro o hidrazina escindible,

(iv) W esta ausente o

(v) W esta presente y la unidad Espaciadora y la unidad de Extensién estan ausentes.

5. Un Conjugado de Farmaco-Enlazador segln la reivindicacién 4 que tiene la férmula:

o BU

N "

\

&}

o sal del mismo, en donde
UB es -CH2NHa, -CH2CH2NH3, -CH>CH>CHoNH;» 0 -CH>CH>CHoCHoNHa; y D se selecciona entre el grupo que consiste
en auristatinas y pirrolo[1,4]benzodiacepinas (PBD).

6. Un conjugado de Ligando-Farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o un Conjugado de Farmaco-
Enlazador segun la reivindicacién 4, en donde D se selecciona entre el grupo que consiste en:

(a) agentes antitubulina, auristatinas, aglutinantes del surco menor de ADN, inhibidores de la replicaciéon del ADN,
agentes alquilantes, antraciclinas, antibidticos, antifolatos, antimetabolitos, sensibilizantes de quimioterapia,
duocarmicinas, etopésidos, pirimidinas fluoradas, ionéforos, lexitropsinas, nitrosoureas, platinoles, compuestos
formadores de poros, antimetabolitos de purina, puromicinas, sensibilizantes de la radiacién, esteroides, taxanos,
inhibidores de la topoisomerasa y alcaloides de la vinca;

(b) auristatinas, camptotecinas, duocarmicinas, etopdsidos, maitansinas y maitansinoides, taxanos,
benzodiacepinas y alcaloides de la vinca; o

(c) auristatinas y pirrolo[1,4]benzodiacepinas (PBD).

7. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o un Conjugado de Farmaco-
Enlazador segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde D se selecciona entre el grupo que consiste
en auristatinas que tienen las estructuras de:

O
H
\N Nm,, %’ N
/ I CH, H
CH;
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~
y su sal farmacéuticamente aceptable, en donde la linea ondulada indica el lugar de unién a la Unidad Enlazadora.

8. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o la reivindicacién 7, o un
conjugado de Farmaco-Enlazador segln una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en donde la unidad de Extensién
(A) se selecciona entre el grupo que consiste en -NH-alquileno C4-C4¢-, -NH-alquileno C4-C4o-NH-C(O)-alquileno C+-
Ci0-, -NH-alquileno C4-C10--C(O)-NH-alquileno C1-C1g-, -NH-(CH2CH20)s-, -NH-(CH2CH20)s-CHo-, -NH-(CH2CHoNH)s-
(CHa)s, -NH-(CH2CHoNH)s~(CH2)s-NH-C(O)-(CHa)s, - NH-(carbociclo Cs-Cg)-, -NH-(arileno)- y -NH-(heterociclo C3-Cs)-
, en donde cada s es independientemente 1-10, o en donde la Unidad de Extensién (A) tiene la férmula de:

0

_g_NH_R“_g_g_

en donde R es -alquileno C4-C1o-, -carbociclo Cs-Cs-, -arileno-, -heteroalquileno C4-Cso-, -heterociclo C3-Cs-, -arilen-
alquileno C4-C1g-, -arilen-alquileno C4-C1g-, -alquileno C4-C4p-(carbociclo C3-Cg)-, «(carbociclo Cz-Csg)-alquileno C4-Co-
, -alquileno C4-Cio-(heterociclo C3z-Cg)-, -(heterociclo Cs-Cg)-alquileno Cq-Cio-, -(CH2CHoO)q.10(-CH2)1:3- 0 -
(CH2CHoNH)1.10(-CH2)1.5-, preferentemente -alquileno C4-C1g 0 -heteroalquileno C4-Csg, mas preferentemente RS es
alquileno C1—C10—, - (CHQCHQO)1_10(—CH2)1_3— (o] —(CHQCHQNH)1_10(—CH2)1.3—.

9. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o las reivindicaciones 7 a 8,
0 un conjugado de Farmaco-Enlazador segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en donde -W,- esta
representada por -(-AA-)1.12- 0 (-AA-AA-)16 en donde AA es en cada aparicién independientemente seleccionada entre
aminoécidos naturales o no naturales, preferentemente seleccionados independientemente entre aminoacidos
naturales, y el enlace entre la unidad Escindible (W) y la unidad de Farmaco (D) o la unidad Espaciadora (Y) es
escindible enziméaticamente por una proteasa asociada a tumor, preferentemente por la catepsina B, C y D, o una
proteasa plasmina.

10. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o las reivindicaciones 7 a
9, o un conjugado de Farmaco-Enlazador segln una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en donde -W,,- es -Val-
Cit-, -Phe-Lys- o -Val-Ala-.

11. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o las reivindicaciones 7 a

10, o un conjugado de Farmaco-Enlazador segln una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 10, en donde -Y,- esta
representado por:
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12. Un conjugado de Ligando-Farmaco segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 o la reivindicacién 11, o un
Conjugado de Farmaco-Enlazador segin una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 u 11, en donde -W,~ es una
5 Unidad de Glucurénido que tiene la estructura de:

s
U\O' O}Z,f
R , \
R SR
HN
HN 1N
" o 7

en donde S es un resto de azlcar,;
10

-O'- representa un enlace glicosidico que proporciona un sitio de escision B-glucuronidasa que es escindible por la
B-glucuronidasa lisosomal humana;

cada R es, de forma independiente, hidrégeno, un halégeno, -CN o -NOy;

el enlace ondulado adyacente al 4tomo de nitrégeno indica la unién covalente a la unidad de Extensién o al
15 anticuerpo (Ab); y

el enlace ondulado adyacente al oxigeno indica la unién covalente a la unidad Espaciadora (Y) o a la unidad de
Farmaco (D).
13. Un Conjugado de Farmaco-Enlazador segun la reivindicacién 4, que tiene la estructura:

20
O

e “ﬂ%

en donde la linea ondulada adyacente al carbonilo indica unién covalente al Farmaco (D).

25 14. Un Conjugado de Farmaco-Enlazador segun la reivindicacién 4, que tiene la estructura:

%&N oy me% Yo

“NH,

NH

O)\NHZ

15. Un Conjugado de Ligando-Farmaco segun la reivindicacion 1, que tiene la estructura:
30
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“NH

o o OH
ab_/s H H
\)J\H N\)LH CH O A, ben, CH;
2 I

NH
o)\NH2

o o OH
Ab—Ls H H
0 N N N
o o )@”JL” JL%% TKQ
H \_)J\N N\_)LN CHy ~~\ CH; OCH, CH,
OH : H : H
“NH,

L

O)\NHZ

(o] o] o OH
Ab S H H
OH N
H o H o /@/\OJJ\N NJW"T‘\@
N\_)J\N N\_)J\N éHS /-\ H3 CH3 CH3
H H B H
“NH, \L

NH
oA nm,

o una sal del mismo, en donde
Ab es un anticuerpo monoclonal y S es un 4tomo de azufre del anticuerpo monoclonal.

16. Un conjugado de Ligando-Farmaco segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 6 a 12 0 15 para su uso

en un método de tratamiento del cancer, cuyas células cancerosas expresan un antigeno diana, en donde el anticuerpo
(Ab) es un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al antigeno diana.
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