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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "CON-
JUGADOS DE ANTICORPO-FARMACO COMPREENDENDO AGO-
NISTAS DE STING, SEU USO E COMPOSIGAO".

Dividido do BR112022019919-8 depositado em 02.04.2021.
PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica prioridade e beneficio do Pedido
Provisério U.S. N° 63/004.108 depositado em 2 de abril de 2020, Pedi-
do Provisorio U.S. N° 63/040.755 depositado em 18 de junho de 2020
e Pedido Provisorio U.S. n° 63/111.820 depositado em 10 de novem-
bro de 2020. O conteudo de cada um desses pedidos esta aqui incor-
porado por referéncia em sua totalidade.

INCORPORAGAO POR REFERENCIA DA LISTAGEM DE SEQUEN-
CIAS

[002] O conteudo do arquivo de texto denominado "MRSN-
033_001WO_SeqList.txt", que foi criado em 31 de margco de 2021 e

tem 49 KB de tamanho, esta incorporado por referéncia em sua totali-

dade.
ANTECEDENTES
[003] O estimulador de genes de interferon (STING) € um recep-

tor no reticulo endoplasmatico que propaga a deteccédo imune inata do
DNA derivado de patogenos e auto-DNA citossodlicos. STING é uma
proteina com 378 aminoacidos, que contém principalmente trés domi-
nios estruturais: (i) dominio transmembrana N-terminal (aa 1-154); (ii)
dominio globular central (aa 155-341); e (iii) cauda C-terminal (aa 342-
379). STING pode formar dimeros simétricos combinados com seus
ligantes na conformacdo em forma de V, embora ndo cubra completa-
mente os ligantes ligados. Um agonista de STING pode se ligar a regi-
ao do bolso de STING. No entanto, o processo de ativagdo de STING
€ facilmente inibido em algumas condi¢cbes graves de doencga, resul-

tando na inativagdo da via de STING. Portanto, o rastreamento e o
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projeto de agonistas potentes de STING sdo de grande importancia
para a terapia imunoldgica do cancer e outros tratamentos de doencas
infecciosas, incluindo, mas nao limitadas a obesidade, lesdo hepatica,
metabolismo de acgucar-lipideo e infecgao por virus. O direcionamento
especifico das vias imunes apresenta oportunidades para a terapia do
cancer, oferecendo potencialmente maior especificidade do que as
abordagens terapéuticas baseadas na populacdo de células.

[004] Os conjugados de anticorpo-farmaco (ADCs) sao constitui-
dos por um farmaco como uma molécula pequena, ligada covalente-
mente a um anticorpo. O anticorpo representa um mecanismo de dire-
cionamento ajustado para um sitio de acdo especifico. Ao atingir o si-
tio, o ADC ¢ projetado para liberar uma molécula pequena, o farmaco,
permitindo que ele desempenhe sua funcao projetada de maneira di-
recionada, em vez de se difundir sistemicamente por todo o corpo do
individuo. Essa abordagem direcionada permite o tratamento com far-
macos que, de outra forma, exigiriam doses tao altas a ponto de serem
toéxicos quando administrados sistemicamente.

[005] Uma caracteristica fundamental do sistema imunoldgico
inato € o reconhecimento e eliminagdo de substancias estranhas. A
identificacdo desses invasores patogénicos ocorre através do reco-
nhecimento do hospedeiro de estruturas microbianas evolutivamente
conservadas conhecidas como padrdées moleculares associados a pa-
togenos (PAMPs). O reconhecimento pelo hospedeiro pode ocorrer
por varias vias, tais como a ativagao de receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs), que em ultima analise levam a eventos de sinali-
zacao a jusante e culminam na montagem de uma resposta imune.
[006] Os conjugados de anticorpo-farmaco desta descricdo mo-
dulam a atividade de STING e, consequentemente, podem fornecer
um impacto terapéutico benéfico no tratamento de doengas, disturbios

e/ou condi¢des em que a modulacao de STING (Estimulador de Genes
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de Interferon) é benéfica, incluindo, mas n&o limitada a inflamagao,
doencas alérgicas e autoimunes, doencas infecciosas, cancer, sin-
dromes pré-cancerosas e como adjuvantes de vacinas. Permanece a
necessidade de novas imunoterapias para o tratamento de doencas,
em particular o cancer.
SUMARIO
[007] Em alguns aspectos, a presente descrigao fornece um con-
jugado de Formula (l):
PBRM-[A"-(L% ou 1- D]ats (1)

ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato, em que:

PBRM denota uma molécula de reconhecimento baseada
em proteina;

LC, quando presente, € uma unidade de ligagao;

A' é uma porgéo de ligante divalente que conecta o PBRM
a L® quando L° esta presente, ou a D quando L° esta ausente;

D é uma porcao de farmaco agonista de STING; e

d15 € um numero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca
de 20.
[008] Em alguns aspectos, a presente descricao fornece um ar-
cabouco util para conjugar com uma PBRM, em que o arcabouco € da
Foérmula (I):

A"-(L®)00u 1-D (Il

ou um sal ou solvato farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:

PBRM denota uma molécula de reconhecimento baseada
em proteina;

L®, quando presente, € uma unidade de ligagao;

A" é uma porgao de ligante monovalente que compreende
um grupo funcional capaz de formar uma ligacdo covalente com um
grupo funcional de PBRM,;

D é uma porcao de farmaco agonista de STING; e
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d15 é um numero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca de 20.
[009] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece uma
composicdo farmacéutica que compreende um conjugado aqui des-
crito e um ou mais veiculos ou excipientes farmaceuticamente aceita-
veis.

[0010] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece um mé-
todo para ativar ou intensificar uma atividade de um estimulador de
genes de interferon (STING) em um individuo, compreendendo admi-
nistrar ao individuo um conjugado aqui descrito ou um sal farmaceuti-
camente aceitavel do mesmo.

[0011] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece um mé-
todo de prevencéo ou tratamento de uma doencga ou disturbio em um
individuo, compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um conjugado aqui descrito ou um sal far-
maceuticamente aceitavel do mesmo.

[0012] Em alguns aspectos, a presente descrigao fornece um con-
jugado aqui descrito, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mes-
mo, para ativar ou intensificar uma atividade de STING em um indivi-
duo.

[0013] Em alguns aspectos, a presente descrigao fornece um con-
jugado aqui descrito, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mes-
mo, para prevenir ou tratar uma doenca ou disturbio em um individuo.
[0014] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece um uso
de um conjugado aqui descrito, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo, na fabricagdo de um medicamento para ativar ou intensifi-
car uma atividade de STING em um individuo.

[0015] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece um uso
de um conjugado aqui descrito, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo, na fabricacdo de um medicamento para prevenir ou tratar

uma doenca ou disturbio em um individuo.
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[0016] A menos que definido de outra forma, todos os termos téc-
nicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado comumente
entendido por aquele versado na técnica a qual esta descrigao perten-
ce. No pedido, as formas no singular também incluem o plural, a me-
nos que o contexto indique claramente o contrario. Embora métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aos descritos aqui possam ser
usados na pratica ou teste da presente descricdo, métodos e materiais
adequados estido descritos abaixo. Todas as publicagdes, pedidos de
patentes, patentes e outras referéncias aqui mencionadas est&o incor-
poradas por referéncia. As referéncias aqui citadas ndo sao admitidas
como técnica anterior a invencao reivindicada. Em caso de conflito,
prevalecera o presente pedido, incluindo as definicdes. Além disso, os
materiais, métodos e exemplos sdo apenas ilustrativos e ndo se desti-
nam a ser limitantes. No caso de conflito entre as estruturas quimicas
e 0s nomes dos compostos aqui descritos, as estruturas quimicas pre-
valecerao.

[0017] Outras caracteristicas e vantagens da descricdo ficardo
evidentes a partir da seguinte descricdo detalhada e das reivindica-
coes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0018] A FIG. 1A representa em grafico a confluéncia do objeto
vermelho em fungcdo do tempo para o Conjugado 8b-1 e o Conjugado
8f (cada um em 100, 10, e 1 nM) e Conjugado 8c-1 e Composto 1 (ca-
da um a 100 e 10 nM) (as concentra¢des de conjugado foram basea-
das na carga util).

[0019] A FIG. 1B representa em grafico a confluéncia do objeto
vermelho em funcdo do tempo para o Conjugado 8l e Composto 1 (ca-
da um a 100, 10 e 1 nM) e Conjugado 8m (100 nM) (as concentracdes
do conjugado foram baseadas na carga util).

[0020] A FIG. 2 mostra células CD14-/CD3+ em PBMCs, mondci-
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tos enriquecidos e populacdes de mondcitos depletadas em CD16.
[0021] A FIG. 3A e FIG. 3B representa em grafico a confluéncia do
objeto vermelho em funcdo do tempo e mostra a morte de células
SKBR3 NucRed STING de tipo selvagem (sgNT-2) e knockout (sg#3-
2) respectivamente por PBMCs para o Conjugado 8a-3, Conjugado 8;,
Conjugado 8c-2 e Composto 1, cada um a 100, 25, 5 e 1 nM (as con-
centracdes de conjugado foram baseadas na carga util).

[0022] A FIG. 4A representa em grafico a confluéncia do objeto
vermelho como uma funcdo da resposta a dose do Conjugado 8a-3,
Conjugado 8-j, Trastuzumabe Fc do tipo selvagem e Trastuzumabe
AAG Fc mutante quanto a atividade de morte de células de cancer
SKBR3 do tipo selvagem knockout para STING em co-culturas de cé-
lulas de cancer SKBR3/PBMC.

[0023] A FIG. 4B representa em grafico a confluéncia do objeto
vermelho em fung¢do da resposta a dose do Conjugado 8a-3, Conjuga-
do 8-j, Trastuzumabe Fc de tipo selvagem e Trastuzumabe AAG Fc
mutante quanto a atividade de morte de células de cancer SKBR3
knockout para STING em em co-culturas de células de céncer
SKBR3/PBMC.

[0024] A FIG. 5A representa em grafico a mudancga da confluéncia
do objeto vermelho de células de cancer OVCAR3-NucRed em fungao
do tempo por PBMCs para o Conjugado 8b-1 e Composto 1, ambos a
20 e 4 nM (concentragao de conjugado com base na concentracido de
carga util).

[0025] A FIG. 5B representa em grafico a mudancga da confluéncia
do objeto vermelho de células de cancer OVCAR3-NucRed em fungao
do tempo por mondcitos enriquecidos quanto ao Conjugado 8b-1 e
Composto 1, ambos a 20 e 4 nM (concentracédo de conjugado com ba-
se na concentragao de carga util).

[0026] A FIG. 5C representa em grafico a mudanca da confluéncia
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do objeto vermelho de células de cancer OVCAR3-NucRed em fungao
do tempo por mondcitos depletados de CD16 para Conjugado 8b-1 e
Composto 1, ambos a 20 e 4 nM (concentracédo de conjugado com ba-
se na concentragao de carga util).

[0027] A FIG. 6 € um grafico que mostra a eficacia antitumor de
Trastuzumabe (3/0 mg/kg), agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg),
Conjugado 8c-1 (1/0,04 mg/kg ou 3/0,12 mg/ kg), Conjugado 8a-1
(1/0,03 mg/kg ou 3/0,09 mg/kg) (todas as doses sao dadas por anti-
corpo/carga util) em um modelo de xenoenxertode SKOV3 em camun-
dongo.

[0028] FIGS. 7A-7TH mostram niveis de citocinas para CXCL-10
de murino (IP-10; FIG. 7A), IL-6 (FIG. 7B), TNFa (FIG.7C), IFNy
(FIG.7D), CXCL1 (KC) (FIG.7E), MIG (FIG.7F), MIP-1a (FIG. 7G) e
RANTES (FIG. 7H) em funcao do tempo apds a administracdo do ago-
nista de STING diABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg) ou
Conjugado 8a-1 (3/0,09 mg/kg ) (todas as doses sao escritas como
anticorpo/carga util) em um modelo de camundongo SKOV3. As inser-
¢cdes em cada grafico mostram os niveis de citocinas induzidos pelo
Conjugado 8a-1 e Conjugado 8c-1 em relagao ao veiculo.

[0029] FIGS. 8A-8C mostram os niveis de mRNA de CXCL10
(FIG. 8A), Interferon-B (FIG.8B) e IL-6 (FIG. 8C) em um modelo de xe-
noenxerto de SKOV3 em camundongo em 12 h e 72 h apos a adminis-
tracdo de Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg), Conjugado 8a-1 (3/0,09
mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg) ou Conjugado 8a-1 (3/0,09
mg/kg ) (todas as doses sao escritas como anticorpo/carga util).

[0030] A FIG. 9 é a coloracdo imuno-histoquimica (IHC) de CD45
com anticorpo monoclonal anti-CD45 de coelho em 12 e 72 horas para
o Conjugado 8a-1 (3/0,09 mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg) ou
veiculo.

[0031] A FIG. 10 € um grafico que mostra as concentragdes plas-
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maticas circulantes do anticorpo total e do farmaco conjugado apés a
administracdo do Conjugado 8a-1 (3/0,1 mg/kg) (a dose é dada como
anticorpo/carga util) a camundongos CB.17 SCID.

[0032] A FIG.11 mostra o efeito de anticorpos neutralizantes de
IFNA1 (IL29) ou IFNA2 (IL28A) (10, 2, 0,4, 0,08 ug/mL) na atividade de
morte do Conjugado 8a-3 (1 nM ou 0,1 nM, com base na carga util) em
células de cancer e co-culturas de PBMC.

[0033] FIG. 12 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12
mg/kg), Conjugado 8b-1 (3/0,09 mg/kg) ou Conjugado 8f (3/0,12
mg/kg) (todas as doses sdo dadas como anticorpo/carga util) em um
xenoenxerto de OVCAR3 em camundongo.

[0034] FIG. 13 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 8d-2 (3/0,1 mg/kg) ou Conjugado 8e (3/0,1 mg/kg) (todas
as doses sdo dadas como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de
OVCAR3 em camundongo.

[0035] FIG. 14 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (1/0,04 mg/kg)
ou Conjugado 8h (1/0,04 mg/kg) (todas as doses sdao dadas como an-
ticorpo/carga util) em um xenoenxerto de cancer de mama triplo nega-
tivo em camundongo.

[0036] FIG. 15A € um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 8d-3 (1/0,04 mg/kg) ou Conjugado 8g (0,88/0,04 mg/kg)
(todas as doses sao dadas como anticorpo/carga util) em um modelo
de cancer de colon em camundongo singénico.

[0037] FIG. 15B mostra as curvas de sobrevida de Kaplan Meier
para o Conjugado 8d-3 (1/0,04 mg/kg) ou Conjugado 8g (0,88/0,04
mg/kg) (todas as doses sdo dadas como anticorpo/carga util) em um
modelo de cancer de colon camundongo singénico.

[0038] FIG. 16A € um grafico que mostra a eficacia antitumor do
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Conjugado 8g (0,9/0,04 mg/kg) (todas as doses sdo dadas como anti-
corpo/carga util) para os camundongos individuais em um modelo de
cancer de colon camundongo singénico.

[0039] FIG. 16B é um grafico que mostra a eficacia antitumor Con-
jugado 8g (0,9/0,04 mg/kg) (todas as doses sdo dadas como anticor-
po/carga util) quando inoculados novamente com células de cancer de
c6lon de murino singénico.

[0040] FIG. 16C € um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 8g (0,9/0,04 mg/kg) (todas as doses sdo dadas como anti-
corpo/carga util) quando inoculados novamente com células de cancer
de pulmao de murino singénico.

[0041] FIG. 17 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg) Conjugado 8d-3 (5,5/0,18
mg/kg) ou Conjugado 8i (3,2/0,18 mg/kg) (todas as doses sdo dadas
como anticorpo/carga util) em um modelo de cancer embrionario de
murino singénico.

[0042] FIG. 18 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 20a (3/0,09 mg/kg), Conjugado 34a (3/0,11 mg/kg), Conju-
gado 34 (3/0,11 mg/kg), ou Conjugado 20-1 (3/0,10 mg/kg) (todas as
doses sao dadas como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de
SKOV3 em camundongo.

[0043] FIG. 19 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 28 (0,3/0,01 mg/kg or 1/0,03 mg/kg), Conjugado 29
(0,2/0,01 mg/kg or 0,8/0,02 mg/kg), Conjugado 8-2 (0,3/0,01 mg/kg or
1/0,04 mg/kg), Conjugado 25 (0,3/0,01 mg/kg or 1/0,04 mg/kg) ou Con-
jugado 45 (0,3/0,01 mg/kg or 1/0,04 mg/kg) (todas as doses sao dadas
como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de SKOV3 em camun-
dongo.

[0044] FIG. 20 € um grafico que mostra a eficacia antitumor do
agonista de STING diABZI (1,5 mg/kg q3dx3 ou 0,128 mg/kg qdx1),
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Compound 30 (1,5 mg/kg g3dx3 ou 0,128 mg/kg qdx1), Conjugado
32b-2 (3,42/0,128 mg/kg qdx1), XMT-1519 (3,00 mg/kg qdx1), Conju-
gado 32-5 (0,100/0,004, 0,300/0,013, 1,00/0,042 or 3,00/0,128 mg/kg
gdx1), Conjugado 32e (1,00/0,039 ou 3,00/0,117 mg/kg qdx1) ) (todas
as doses sdo dadas como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de
SKOV3 em camundongo.

[0045] FIG. 21A € um grafico que mostra a eficacia antitumor em
um modelo em camundongo singénico do Conjugado 8d-3 (1/0,04
mg/kg) ou Conjugado 8k (0,9/0,04 mg/kg).

[0046] FIG. 21B mostra a eficacia antitumor em um modelo em
camundongo singénico para os camundongos individuais do Conjuga-
do 8d-3 (1/0,04 mg/kg).

[0047] FIG. 21C mostra a eficacia antitumor em um modelo em
camundongo singénico para os camundongos individuais do Conjuga-
do 8k (0,9/0,04 mg/kg).

[0048] FIG. 22 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 8c¢-2 (3,17/0,10 mg/kg), Conjugado 8a-2 (2,7/0,10 mg/kg ou
0,81/0,03 mg/kg), Conjugado 8j (2,71/0,10 mg/kg ou 0,81/0,03 mg/kg),
ou agonista de STING diABZI IV (0/5 mg/kg) (todas as doses s&o da-
das como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de SKOV3 em ca-
mundongo.

[0049] FIG. 23 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 32b-1 (3,39/0,10 mg/kg), Conjugado 32a (0,93/0,03 ou
3,12/0,10 mg/kg), Conjugado 32c¢ (2,12/0,10 mg/kg), Conjugado 32d
(2,20/0,10 mg/kg) ou agonista de STING diABZI IV (0/5 mg/kg) (todas
as doses sdo dadas como anticorpo/carga util) em um xenoenxerto de
OVCAR3 em camundongo.

[0050] FIG. 24 é um grafico que mostra a eficacia antitumor da
combinagao de Rituximabe AF-HPA ADC (0,75/0,023 mg/kg) e Conju-
gado 8c-2 (4,0/0,126 mg/kg); XMT-1535 AF-HPA ADC (0,75/0,024
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mg/kg); Conjugado 8b-2 (2,0/0,071 or 4,0/0,142 mg/kg); uma combina-
¢ao de XMT-1535 AF-HPA ADC (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8c-2
(4,0/0,126 mg/kg); uma combinagcdo de Rituximabe AF-HPA ADC
(0,75/0,023 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg); uma combi-
nacao de Rituximabe AF-HPA ADC (0,75/0,023 mg/kg) e Conjugado
8b-2 (2,0/0,071 mg/kg); uma combinacdo de XMT-1535 AF-HPA ADC
(0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg); uma combi-
nacao de XMT-1535 AF-HPA ADC (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado
8b-2 (2,0/0,071 mg/kg); uma combinacdo de XMT-1535 AF-HPA ADC
(0,75/0,024 mg/kg) e XMT-1535 (4,0/0 mg/kg); ou XMT-1535 (4,75/0
mg/kg) em um xenoenxerto de OVCAR3 em camundongo.

[0051] FIG. 25 é um grafico que mostra a eficacia antitumor do
Conjugado 32b (0.85/0,03 mg/kg), Conjugado 32-2 (0,90/0,03 mg/kg),
Conjugado 88 (0,87/0,03 mg/kg), Conjugado 85 (2,87/0,10 mg/kg),
Conjugado 92 (2,36/0,10 mg/kg), Conjugado 100 (2,23/0,10 mg/kg),
Conjugado 89 (0,99/0,030 mg/kg), Conjugado 85a (2,59/0,10 mg/kg),
Conjugado 93 (2,85/0,10 mg/kg), ou Conjugado 101 (2,70/0,10 mg/kg)
em um modelo de xenoenxerto de SKOV3 em camundongo.

[0052] FIG. 26 € um grafico que mostra a eficacia antitumor com
veiculo, Conjugado 28 (0,99/0,0325 mg/kg), ou Conjugado 62
(0,92/0,0325 mg/kg) em um modelo de xenoenxerto de SKOV3 em
camundongo.

[0053] FIG. 27 € um grafico que mostra as concentracdes plasma-
ticas circulantes para o conjugado de farmaco depois da administragao
do Conjugado 28 (3,0/0,10 mg/kg) ou Conjugado 62 (2,84/0,10 mg/kg)
(dose € dada como anticorpo/carga util) a camundongos CB.17 SCID.
DESCRIGAO DETALHADA

[0054] A presente descricao fornece novos conjugados de anticor-
po-farmaco, métodos sintéticos para fazer os conjugados ou arcabou-

¢cos, composicdes farmacéuticas que os contém e varios usos dos con-
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jugados.

Definigoes

[0055] Os nomes quimicos fornecidos para os compostos interme-
diarios e/ou os compostos desta descricdo aqui descritos podem se
referir a qualquer uma das representagcbes tautomeéricas de tais com-
postos (em alguns casos, esses nomes alternativos sao fornecidos
com o experimental). Deve ser entendido que qualquer referéncia a
um composto nomeado (um composto intermediario ou um composto
da descricdo) ou um composto representado estruturalmente (um
composto intermediario ou um composto da descricdo) pretende
abranger todas as formas tautoméricas, incluindo formas zwitteriénicas
de tais compostos e qualquer mistura dos mesmos.

[0056] Deve ser entendido que as expressdes "Em algumas moda-
lidades", "Em algumas modalidades da presente descricdo" e "Em al-
gumas modalidades de um composto da presente descricdo" podem
ser usados alternadamente quando apropriado.

[0057] A expressao "cerca de", "aproximadamente" ou "aproxima-
do", quando usado em conexdao com um valor numérico, significa que
uma colegdo ou intervalo de valores esta incluido. Em algumas moda-
lidades, "cerca de X" inclui uma faixa de valores que sé&o £25%, £20%,
+15%, £10%, £5%, 2%, £1%, £0,5%, £0,2% , ou +0,1% de X, onde X
€ um valor numérico. Em algumas modalidades, a expresséo "cerca
de" se refere a uma faixa de valores que sado 5% a mais ou a menos
do que o valor especificado. Em algumas modalidades, a expressao
"cerca de" se refere a uma faixa de valores que sdo 2% a mais ou a
menos do que o valor especificado. Em algumas modalidades, a ex-
pressao "cerca de" se refere a uma faixa de valores que sdo 1% a
mais ou a menos do que o valor especificado.

[0058] A citacdo de faixas de valores se destina apenas a servir

como um meétodo abreviado de se referir individualmente a cada valor
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separado que esta dentro da faixa, salvo indicacdo em contrario aqui,
e cada valor separado esta incorporado no pedido como se fosse cita-
do individualmente aqui. Uma faixa usada aqui, a menos que especifi-
cado de outra forma, inclui os dois limites da faixa. Em algumas moda-
lidades, as expressdes "x sendo um numero inteiro entre 1 e 6" e "x
sendo um numero inteiro de 1 a 6" significam "x sendo 1, 2, 3, 4, 5 ou
6", ou seja, as expressodes "entre X e Y" e "intervalo de X a 'Y, incluem
X e Y e os numeros inteiros entre eles.

[0059] A expressao "anticorpo", conforme usada neste aqui, €
usada no sentido mais amplo e abrange varias estruturas de anticor-
pos, incluindo, mas ndo se limitando a anticorpos monoclonais, anti-
corpos policlonais, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticor-
pos biespecificos) e fragmentos de anticorpos, desde que eles exibam
a atividade de ligagao ao antigeno desejada. A numeracédo dos amino-
acidos do anticorpo esta de acordo com o Kabat EU Index (Veja Ka-
bat, EA, et al., Sequences of Protein of immunological interest, Fifth
Edition, US Department of Health and Human Services, US Governem-
na Printing Office (1991)).

[0060] A expressao "fragmento de anticorpo" se refere a uma mo-
lécula diferente de um anticorpo intacto que compreende uma porcao
de um anticorpo intacto e que se liga ao antigeno ao qual o anticorpo
intacto se liga. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem mas néo
estao limitados a Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2; diacorpos; anticorpos
lineares; moléculas de anticorpo de cadeia simples (por exemplo,
scFv); e anticorpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticorpos.

[0061] A expressao "anticorpo que se liga ao mesmo epitopo" co-
mo um anticorpo de referéncia, conforme usada aqui, se refere a um
anticorpo que bloqueia a ligacado do anticorpo de referéncia ao seu an-

tigeno em um ensaio de competicdo em 50% ou mais e, inversamente,
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o anticorpo de referéncia bloqueia a ligagdo do anticorpo ao seu anti-
geno em um ensaio de competicdo em 50% ou mais. Um ensaio de
competicao exemplificador é fornecido aqui.

[0062] A expressao "classe" de um anticorpo se refere ao tipo de
dominio constante ou regido constante possuido por sua cadeia pesa-
da. Existem cinco classes principais de anticorpos: IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM, e varios deles podem ser divididos em subclasses (isotipos), por
exemplo, 1gGi, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAi e IgA2. Os dominios constantes
da cadeia pesada que correspondem as diferentes classes de imuno-
globulinas sdo chamados q, 9, €, Y e J, respectivamente.

[0063] A expressao "anticorpo monoclonal”, como usada aqui, se
refere a um anticorpo obtido a partir de uma populagéo de anticorpos
substancialmente homogéneos, ou seja, os anticorpos individuais que
compreendem a populacao sao idénticos e/ou se ligam ao mesmo epi-
topo, exceto para possiveis anticorpos variantes, por exemplo, que
contém mutagdes que ocorrem naturalmente ou que surgem durante a
producdo de um anticorpo monoclonal, tais variantes estando geral-
mente presentes em quantidades menores. Em contraste com as pre-
paracdes de anticorpos policlonais, que tipicamente incluem diferentes
anticorpos direcionados contra diferentes determinantes (epitopos),
cada anticorpo monoclonal de uma preparacédo de anticorpo monoclo-
nal & direcionado contra um unico determinante em um antigeno. As-
sim, o modificador "monoclonal" indica o carater do anticorpo como
sendo obtido a partir de uma populagédo substancialmente homogénea
de anticorpos e ndo deve ser interpretado como exigindo a producao
do anticorpo por qualquer método particular. Por exemplo, os anticor-
pos monoclonais a serem usados de acordo com a presente invencao
podem ser produzidos por uma variedade de técnicas, incluindo, mas
nao limitadas ao método do hibridoma, métodos de DNA recombinan-

te, métodos de apresentacdo em fagos e métodos que utilizam ani-
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mais transgénicos que contém todos ou parte dos loci de imunoglobu-
lina humana, tais métodos e outros métodos exemplificadores para a
producao de anticorpos monoclonais estando aqui descritos.

[0064] A expressao "epitopo" se refere ao sitio especifico em uma
molécula de antigeno ao qual um anticorpo se liga.

[0065] A expressao "molécula de reconhecimento a base de prote-
ina" ou "PBRM" se refere a uma molécula que reconhece e se liga a
um marcador ou receptor de superficie celular, tal como uma proteina
transmembrana, proteina imobilizada na superficie ou proteoglicano.
Em algumas modalidades, a PBRM compreende uma cisteina manipu-
lada. Exemplos de PBRMs incluem, mas n&o estdo limitados a anti-
corpos, peptideos, lipocalinas, proteinas, peptideos ou miméticos de
peptideos e semelhantes. A molécula de reconhecimento baseada em
proteina, além de direcionar o conjugado para uma célula, tecido ou
local especificos, também pode ter certo efeito terapéutico, tal como
atividade antiproliferativa (citostatica e/ou citotdxica) contra uma célula
ou via alvo. A molécula de reconhecimento a base de proteina com-
preende ou pode ser projetada para compreender pelo menos um gru-
po quimicamente reativo, tal como, -COOH, amina primaria, amina se-
cundaria -NHR, -SH, ou uma por¢ao de aminoacido quimicamente rea-
tiva ou cadeias laterais, tais como, por exemplo, tirosina, histidina, cis-
teina ou lisina. Em algumas modalidades, uma PBRM pode ser um
ligante (LG) ou porcéo de direcionamento que se liga ou complexa es-
pecificamente com uma molécula de superficie celular, tal como um
receptor ou antigeno de superficie celular, para uma determinada po-
pulacédo de células alvo. Apds a ligacao especifica ou complexacéo do
ligante com o seu receptor, a célula é permissiva para a absorg¢ao do
ligante ou ligante- farmaco-conjugado, que € entdo internalizado na
célula. Conforme usado aqui, um ligante que "se liga ou complexa es-

pecificamente com" ou "atinge" uma molécula da superficie celular se
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associa preferivelmente a uma molécula da superficie celular por meio
de forcas intermoleculares. Em algumas modalidades, o ligante pode
se associar preferivelmente com a molécula da superficie celular com
um Kd inferior a cerca de 50 nM, menor do que cerca de 5 nM, ou me-
nor do que 500 pM. As técnicas para medir a afinidade de ligagao de
um ligante a uma molécula da superficie celular sdo bem conhecidas;
por exemplo, uma técnica adequada € denominada ressonancia de
plasma de superficie (SPR). Em algumas modalidades, o ligante é
usado para direcionamento e ndo tem efeito terapéutico detectavel
quando separado do farmaco que ele libera. Em algumas modalida-
des, o ligante funciona tanto como uma porcdo de direcionamento
quanto como um agente terapéutico ou imunomodulador (por exemplo,
para aumentar a atividade do farmaco ou pré-farmaco ativo). A ex-

pressao "unidade de PEG" ss usada aqui se refere a uma subunidade

—g—CHZCHZO—é—
de polietileno glicol com a férmula

. Em algumas moda-
lidades, a unidade de PEG compreende multiplas subunidades de
PEG.

[0066] A expressado "alquila", como usada aqui, representa um
grupo de hidrocarboneto saturado, linear ou ramificado que possui o
namero especificado de atomos de carbono. A expresséao "C1-Cs alqui-
la" ou "C16 alquila" se refere a uma porcéo metila ou uma porcao alqui-
la linear ou ramificada que compreende 2 a 6 atomos de carbono. Al-
quilas exemplificadoras incluem, mas nao estao limitados a metila, eti-
la, n-propila, isopropila, n-butila, isobutila, s-butila, t-butila, pentila e
hexila.

[0067] A expressdo "halo(alquila)", como usada aqui, representa
um grupo de hidrocarboneto saturado, linear ou ramificado que possui
0 numero especificado (n) de atomos de carbono e um ou mais (até
2n+1) atomos de halogénio. Exemplos de grupos "halo(Ci.4 alquila)"

incluem, mas néo estdo limitados a, -CF3 (trifluorometil), -CCl3 (triclo-
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rometil), 1, 1-difluoretila, 2,2,2-trifluoretila e hexafluorisopropila.

[0068] A expressao "alquenila", como usada aqui, se refere a um
grupo de hidrocarboneto linear ou ramificado com o numero especifi-
cado de atomos de carbono e pelo menos 1 e até 3 ligagdes duplas
carbono-carbono. Exemplos incluem etenila e propenila.

[0069] A expressao "alquinila", como usada aqui, se refere a um
grupo de hidrocarboneto linear ou ramificado com o numero especifi-
cado de atomos de carbono e pelo menos 1 e até 3 ligagdes triplas
carbono-carbono. Exemplos incluem etinila e propinila.

[0070] A expressao "alcoxi-" ou "(alquila)oxi-", como usada aqui,
se refere a um grupo "alquila-6xi-", que compreende uma porg¢ao alqui-
la, que possui 0 numero especificado de atomos de carbono, ligados
através de um atomo de ligacdo de oxigénio. Grupos "C1.4 alcoxi-" ou
"(C1-4 alquila)oxi-" exemplificadores incluem, mas nao estio limitados a
metoxila, etoxila, n-propoxila, isopropoxila, n-butoxila, s-butoxila e t-
butoxila.

[0071] A expressdo "halo(alcéxi)-", como usada aqui, representa
um grupo de hidrocarboneto saturado, linear ou ramificado com o nu-
mero especificado (n) de atomos de carbono e um ou mais (até 2n+1)
atomos de halogénio, ligados através de um atomo de ligagéo de oxi-
génio. Exemplos de grupos "halo(C1.4 alcéxi)-" incluem, mas n&o estao
limitados a, -OCHF2 (difluormetodxi), -OCF3 (trifluormetoxi), -OCH2CF3
(trifluoretoxi) e -OCH(CF3)2 (hexafluorisopropoxi).

[0072] A expressao "amino", como usada aqui, se refere a um
substituinte que compreende pelo menos um atomo de nitrogénio. Es-
pecificamente, os substituintes -NH2, -NH(C+.4 alquila), alquilamino ou
(C1-4 alquila)amino- ou (C1-4 alquila)(C1-4 alquila)amino- ou dialquilami-
no, amida-, carbamida-, ureia e sulfamida estdo incluidos na expres-
sdo "amino".

[0073] A expressao "grupo ou porcao carbociclica", como usada
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aqui, se refere a um grupo ou porcao ciclica em que os membros do
anel sao atomos de carbono, que podem ser saturados, parcialmente
insaturados (n&o aromaticos) ou totalmente insaturados (aromaticos).
[0074] A expresséo "cicloalquila", como usada aqui, se refere a um
grupo de anel de hidrocarboneto ndo aromatico, saturado, que com-
preende o numero especificado de atomos de carbono no anel. Por
exemplo, a expressédo "Cs., cicloalquila" se refere a um grupo ciclico
com trés a seis atomos de carbono no anel. Exemplos de grupos "Css
cicloalquila" incluem ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila e ciclo-hexila.
[0075] A expresséao "arila", como usada aqui, se refere a um grupo
com aromaticidade, incluindo sistemas "conjugados" ou multiciclicos
com um ou mais anéis aromaticos, que nao contém nenhum heteroa-
tomo na estrutura do anel. A expressao arila inclui tanto espécies mo-
novalentes como espécies divalentes. Exemplos de grupos arila inclu-
em, mas nao estado limitados a fenila, bifenila, naftila e semelhantes.
Em algumas modalidades, uma arila é fenila.

[0076] A expressao "grupo ou porcao heterociclica", como usada
aqui, se refere a um grupo ou porcéo ciclica que possui, como mem-
bros do anel, atomos de pelo menos dois elementos diferentes, cujo
grupo ou porgao ciclica pode ser saturado, parcialmente insaturada
(ndo -aromatica) ou totalmente insaturada (aromatica).

[0077] A expressao "heteroatomo”, como usada aqui, se refere a
um atomo de nitrogénio, enxofre ou oxigénio, por exemplo, um atomo
de nitrogénio ou um atomo de oxigénio.

[0078] A expressao "heterocicloalquila”, como usada aqui, se refe-
re a um grupo ndo aromatico, monociclico ou biciclico que compreen-
de 3 a 10 atomos no anel e compreende um ou mais (geralmente um
ou dois) membros do anel de heteroatomo selecionados independen-
temente entre oxigénio, enxofre e nitrogénio. O ponto de ligacdo de um

grupo heterocicloalquila pode ser por qualquer atomo de carbono ou
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nitrogénio adequado.

[0079] A expressdo "heteroarila", como usada aqui, se refere a
um grupo aromatico monociclico ou biciclico que compreende 5 a 10
atomos no anel, incluindo 1 a 4 heteroatomos selecionados indepen-
dentemente entre nitrogénio, oxigénio e enxofre, em que pelo menos
uma porcdo do grupo é aromatica. Por exemplo, esta expressao
abrange grupos arila heterociclica biciclicas que compreendem um
anel fenila fundido com uma porcao heterociclica ou uma porcédo de
anel heteroarila fundido com uma porg¢do carbociclica. O ponto de
acoplamento de um grupo heteroarila pode ser por qualquer atomo de
carbono ou nitrogénio adequado.

[0080] As expressdes "halogénio" e "halo", como usadas aqui, se
referem a um radical halogénio, por exemplo, um substituinte fluor, clo-
ro, bromo ou iodo.

[0081] A expressao "oxo", como usada aqui, se refere a uma por-
cao de oxigénio de ligacado dupla; por exemplo, se ligado diretamente a
um atomo de carbono forma uma porg¢ao carbonila (C=0).

[0082] A expressao "hidroxi" ou "hidroxila", como usada aqui, pre-

tende significar o radical -OH.

[0083] A expressao "ciano", como usada aqui, se refere a um gru-
po nitrila, -C=N.
[0084] A expressado "opcionalmente substituido", como usada

aqui, indica que um grupo (tal como um grupo alquila, cicloalquila,
alcoxi, heterocicloalquila, arila ou heteroarila) ou anel ou por¢gdo pode
ser nao substituido, ou o grupo, anel ou porcdo pode ser substituido
por um ou mais substituintes. No caso em que os grupos podem ser
selecionados de varios grupos alternativos, os grupos selecionados
podem ser iguais ou diferentes. Substituintes adequados podem inclu-
ir, por exemplo, alquila, alquenila, alquinila, halogénio, hidroxila, alquil-

carboniloxila, arilcarboniloxila, alcoxicarboniloxila, ariloxicarboniloxila,
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carboxilato, alquilacarbonila, arilcarbonila, alcoxicarbonila, aminocar-
bonila, alquilaminocarbonila, dialquilaminocarbonila, alquiltiocarbonila,
alcoxila, fosfato, fosfonato, fosfinato, amino (incluindo alquilamino, di-
alquilamino, arilamino, diarilamino e alquilarilamino), acilamino (inclu-
indo alquilacarbonilamino, arilcarbonilamino, carbamoil e ureido), ami-
dino, imino, sulfidrila, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato, sulfatos, alquilsul-
finila, sulfonato, sulfamoila, sulfonamido, nitro, trifluormetila, ciano, azi-
do, heterociclila, alquilarila, ou uma por¢ao aromatica ou heteroaroma-
tica.

[0085] A expressao "independentemente”, como usada aqui, signi-
fica que quando mais do que um substituinte é selecionado entre va-
rios substituintes possiveis, esses substituintes podem ser iguais ou
diferentes.

[0086] A expressdo "farmaceuticamente aceitavel", como usada
aqui, se refere aqueles compostos, conjugados, materiais, composi-
cdes e formas de dosagem que sao, dentro do escopo do julgamento
meédico correto, adequados para uso em contato com os tecidos de
seres humanos e animais sem toxicidade excessiva, irritagdo ou outro
problema ou complicagcdo, compativel com uma relacao beneficio/risco
razoavel.

[0087] Como usada aqui, a expressao "tratando" ou "tratar" des-
creve o gerenciamento e o cuidado de um paciente com a finalidade
de combater uma doencga, condi¢ao, ou disturbio e inclui a administra-
cao de um composto da presente descricdao, ou um sal, polimorfo ou
solvato farmaceuticamente aceitaveis do mesmo, para aliviar os sin-
tomas ou complicagdes de uma doencga, condi¢cido ou disturbio, ou para
eliminar a doenca, condi¢cdo ou disturbio. A expressao "tratar" também
pode incluir o tratamento de uma célula in vitro ou um modelo animal.
[0088] Como usada aqui, a expressao "prevenindo", "prevenir" ou

"proteger contra" descreve a redugao ou eliminacdo do aparecimento
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dos sintomas ou complicacdes de tal doencga, condicao ou disturbio.
[0089] A expressao "individuo" se refere a um animal, preferivel-
mente um mamifero, mais preferivelmente um humano, que tenha sido
objeto de tratamento, observacéo ou experimento.

[0090] A expressao "quantidade terapeuticamente eficaz" se refere
a uma quantidade de um composto ativo ou agente farmacéutico, in-
cluindo um conjugado da descricdo, que desencadeia a resposta bio-
l6gica ou medicinal em um sistema de tecido, animal ou humano que
esta sendo procurado por um pesquisador, veterinario, médico ou ou-
tro clinico, que inclui alivio ou alivio parcial dos sintomas da doencga,
sindrome, condi¢&o ou disturbio a ser tratado.

[0091] Uma "quantidade eficaz" terapeuticamente pretende signifi-
car aquela quantidade de um conjugado que, quando administrado a
um paciente com necessidade de tal tratamento, é suficiente para tra-
tar ou prevenir eficazmente, conforme definido aqui. A quantidade de
um determinado conjugado que correspondera a tal quantidade ira va-
riar dependendo de fatores como o conjugado particular (por exemplo,
a poténcia (pICso), eficacia (ECso) e a meia-vida biolégica do conjuga-
do particular), doenga, condicdo e sua gravidade, a identidade (por
exemplo, idade, tamanho e peso) do paciente com necessidade de
tratamento, mas pode, no entanto, ser determinada rotineiramente por
aquele versado na técnica. Da mesma forma, a duragéo do tratamento
e o periodo de tempo de administragdo (periodo de tempo entre as
dosagens e o tempo entre as dosagens, por exemplo, antes/com/apos
as refeicdes) do conjugado ira variar de acordo com a identidade do
mamifero que necessita de tratamento (por exemplo, peso), o conju-
gado particular e suas propriedades (por exemplo, propriedades far-
macocinéticas), doenca ou disturbio e sua gravidade e a composicéo
especifica e o método que esta sendo usado, mas pode, no entanto,

ser determinado por aquele versado na técnica.
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[0092] A expressao "composicao" se refere a um produto que in-
clui os ingredientes especificados em quantidades terapeuticamente
eficazes, assim como qualquer produto que resulte, diretamente ou
indiretamente, de combinagdes dos ingredientes especificados nas
quantidades especificadas.

[0093] Como usada aqui, a expressao "excipiente farmaceutica-
mente aceitavel" significa um excipiente que é util na preparacao de
uma composicao farmacéutica que € geralmente segura, nao téxica e
nem biologicamente nem indesejavel de outra maneira, e inclui um ex-
cipiente que € aceitavel para uso veterinario assim como uso farma-
céutico humano. Um "excipiente farmaceuticamente aceitavel", como
usada no pedido e nas reivindicagodes, inclui um e mais de um desses
excipientes.

[0094] A expressao "agonista de STING", como usada aqui, se
refere a um composto ou por¢ao que € capaz de interagir com STING,
por exemplo, se ligando a STING e/ou induzindo a transducédo de sinal
a jusante (por exemplo, caracterizada pela ativagdo das moléculas as-
sociado a funcdo de STING). Isso inclui fosforilacdo direta de STING,
IRF3 e/ou NF-kB e também pode incluir STAT6. Em algumas modali-
dades, a ativacao da via de STING resulta no aumento da producao de
interferons tipo 1 (principalmente IFN-a e IFN-b) e/ou expressao de
genes estimulados por interferon.

[0095] A expressao "porcao de farmaco agonista de STING", como
usada aqui, se refere a uma porcao derivada de um agonista de
STING e capaz de interagir com STING. Em algumas modalidades, a
porcdo de farmaco agonista de STING € uma porcao derivada de um
agonista de STING para permitir que a porgao seja ligada ao restante
de um conjugado da presente descricao.

[0096] Os conjugados da descricdo sdo uteis em meétodos para

tratar ou melhorar uma infeccéo viral, doenca, sindrome, condi¢éo ou
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disturbio que seja afetado pelo agonismo de STING. Tais métodos
compreendem, consistem e/ou consistem essencialmente em adminis-
trar a um individuo, incluindo um animal, um mamifero e um humano
que necessite de tal tratamento, melhora e/ou prevengdo, uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz de um conjugado da descrigdo, ou um
enantidmero, diastereoisbmero, solvato ou sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo.

[0097] Em algumas modalidades, os conjugados da descri¢do, ou
um enantidmero, diastereoisébmero, solvato ou forma de sal farmaceu-
ticamente aceitavel do mesmo, sdo uteis para tratar ou melhorar doen-
cas, sindromes, condi¢des ou disturbios como melanoma, cancer de
célon, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de pulmao, fibros-
sarcoma e hepatite B.

[0098] As expressdes "conjugado(s) da descricao" ou "conjuga-
do(s) da presente descricdo", como usadas aqui, significam um conju-
gado conforme definido aqui, em qualquer forma, isto €, qualquer for-
ma tautomérica, qualquer forma isomérica, qualquer forma de sal ou
nao sal (por exemplo, como acido livre ou na forma de base ou como
um sal, particularmente um sal farmaceuticamente aceitavel) e qual-
quer forma fisica (por exemplo, incluindo formas nao sdélidas (por
exemplo, formas liquidas ou semissodlidas) e formas sélidas (por
exemplo, formas amorfas ou cristalinas, formas polimoérficas especifi-
cas, formas de solvato, incluindo formas de hidrato (por exemplo, mo-
no-, di- e hemi-hidratos)) e misturas de varias formas.

[0099] Consequentemente, estdo incluidos na presente descricdo
0s conjugados como aqui descritos, em qualquer forma de sal ou ndo
sal e qualquer forma fisica e misturas de varias formas. Embora este-
jam incluidos dentro da presente descricdo, sera entendido que os
conjugados da presente descricdo, em qualquer forma de sal ou nao

sal e em qualquer forma fisica, podem ter varios niveis de atividade,
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diferentes biodisponibilidades e diferentes propriedades de manuseio
para fins de formulagéo.

[00100] Como usadas aqui, as expressdes "um ou mais de A, B ou
C", "um ou mais de A, B ou C", "um ou mais de A, B e C", "um ou mais
de A, B e C", "selecionado do grupo que consiste em A, B e C", "sele-
cionado entre A, B e C" e semelhantes sdo usados de forma intercam-
biavel e todas se referem a uma selegcao de um grupo que consiste em
A, B e/ou C, ou seja, um ou mais As, um ou mais Bs, um ou mais Cs,
ou qualquer combinag¢do dos mesmos, salvo indicacdo em contrario.
[00101] E entendido que, ao longo da descricdo, onde as composi-
¢cbes sao descritas como possuindo, incluindo ou compreendendo
componentes especificos, € contemplado que as composi¢des tam-
bém consistem essencialmente nos componentes citados ou consis-
tem nos componentes citados. De forma similar, onde métodos ou
processos sdo descritos como possuindo, incluindo ou compreenden-
do etapas de processo especificas, os processos também consistem
essencialmente ou consistem nas etapas de processamento citadas.
Além disso, deve ser entendido que a ordem das etapas ou ordem pa-
ra realizar certas acgdes € irrelevante, desde que a invengao permane-
ca operavel. Aléem disso, duas ou mais etapas ou agdes podem ser
realizadas simultaneamente.

[00102] Todos os percentuais e propor¢gdes usadas aqui, salvo indi-
cacdo em contrario, sdo em peso. Outras caracteristicas e vantagens
da presente descricdo sao evidentes a partir dos diferentes exemplos.
Os exemplos fornecidos ilustram diferentes componentes e metodolo-
gias uteis na pratica da presente descricdo. Os exemplos nao limitam
a descrigao reivindicada. Com base na presente descrigdo, aquele
versado na técnica pode identificar e empregar outros componentes e
metodologia uteis para praticar a presente descricao.

[00103] Todas as publicacbes e documentos de patentes aqui cita-
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dos estdo aqui incorporados por referéncia, como se cada publicagao
ou documento fosse especificamente e individualmente indicado para
ser incorporado aqui por referéncia. A citacdo de publicacdes e docu-
mentos de patentes ndo é pretendida ser uma admissdo de que qual-
quer estado da técnica pertinente, nem constitui qualquer admissao
guanto ao conteudo ou data do mesmo. A invencéo tendo sido agora
descrita por meio de descricdo por escrito, aqueles versados na técni-
ca reconhecerdo que a invencao pode ser praticada em uma varieda-
de de modalidades e que a descricdo anterior e os exemplos abaixo
sao para fins de ilustracdo e ndo de limitacdo das reivindicacdes que
se seguem.
Conjugados e Arcabougos da Presente Descrigao
[00104] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece um con-
jugado de Formula (l):
PBRM-[A"-(L% ou 1- D]a1s (1)

ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato, em que:

PBRM denota uma molécula de reconhecimento baseada
em proteina;

LC, quando presente, € uma unidade de ligagao;

A' é uma porgdo de ligante divalente que conecta o PBRM

a
L® quando L° esta presente, ou a D quando L esta ausen-
te;
D é uma porcao de farmaco agonista de STING; e
d15 € um numero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca
de 20.
[00105] Em algumas modalidades, o conjugado tem a Férmula (I-
A):

PBRM-[A"-D]u1s (I-A)

ou sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis.
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[00106] Em algumas modalidades, o conjugado tem a Férmula (I-
B):

PBRM-[A'-L®-D]415 (I-B)
ou sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis.
[00107] Em algumas modalidades, o conjugado tem a Férmula (I-
B’):

Tl
|
PBRM{N(MAQ—LD—D
s (1-8%)

ou sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis.

[00108] Em alguns aspectos, a presente descricao fornece um ar-
cabouco util para conjugar com uma PBRM, em que o arcabouco € de
Foérmula (I):

A"-(L%)o 0u 1-D (I1)
ou sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis, em que:

PBRM denota uma molécula de reconhecimento baseada
em proteina;

LC, quando presente, € uma unidade de ligagao;

A' é uma porgéo de ligagdo monovalente que compreende
um grupo funcional capaz de formar uma ligacdo covalente com um
grupo funcional de PBRM; e

D é uma porcao de farmaco agonista de STING.

[00109] Em algumas modalidades, o arcabougo tem a Férmula (ll-
A):
A'-D (II-A)
ou um sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis do mesmo.
[00110] Em algumas modalidades, o arcabougo tem a Férmula (ll-
B):
A"-LC-D (lI-B)

ou um sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis do mesmo.

Peticdo 870220094277, de 13/10/2022, pag. 38/415



27/319

[00111] Em algumas modalidades, o arcabougco tem a Férmula (ll-

B'):
Tl
|
A1<MA%LD—D
(11-B")

ou um sal ou solvato farmaceuticamente aceitaveis do mesmo.

[00112] E entendido que, para um conjugado de qualquer uma das
Formulas (1), (1A), (I1B), (I-B"), (1), (1I-A), (lI-B) ou (lI-B"), ou um sal ou
solvato farmaceuticamente aceitavel do mesmo, as variaveis PBRM,
LS, A", T', MA, LP, D, e dis pode ser, quando aplicavel, selecionadas
dos grupos descritos aqui e qualquer grupo descrito aqui para qual-
quer uma das variaveis PBRM, L¢, A", T', MA, LP, D, e dis podem ser
combinados, quando aplicavel, com qualquer grupo aqui descrito para
uma ou mais das variaveis restantes PBRM, L®, A', T, MA, LP, D, e
d1s.

Variavel d1s

[00113] Em algumas modalidades, d15 € um numero inteiro que
varia entre cerca de 2 a cerca de 14, entre cerca de 2 a cerca de 12,
entre cerca de 2 a cerca de 10, entre cerca de 2 a cerca de 8, entre
cerca de 2 a cerca de 6, entre cerca de 2 a cerca de 4, entre cerca de
4 a cerca de 10, entre cerca de 4 a cerca de 8, entre cerca de 4 a cer-
ca de 6, entre cerca de 6 a cerca de 14, entre cerca de 6 a cerca de
12, entre cerca de 6 a cerca de 10, entre cerca de 6 a cerca de 8, en-
tre cerca de 8 a cerca de 14, entre cerca de 8 a cerca de 12 ou entre
cerca de 8 a cerca de 10.

[00114] Em algumas modalidades, dis € um numero inteiro que va-
ria entre cerca de 2 a cerca de 8.

[00115] Em algumas modalidades, dis € 2, 4, 6 ou 8. Em algumas
modalidades, dis € 6 ou 8.

[00116] Em algumas modalidades, dis € 8. Em algumas modalida-

des, d1s5 € 6.
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Variaveis A e A"

[00117] Em algumas modalidades, cada A’ é independentemente
uma porgéo ligante divalente que conecta a PBRM a L® quando L° es-
ta presente ou a D quando L° esta ausente.

[00118] Em algumas modalidades, cada A’ é independentemente:

o
*
K7 ok o . o
v i . AR ° -
Nj{ N r
o o o
o ; o ; 0 ; ou
(o]
o £
N T
[e]
° ;

em que:

R” & -O-, -NR8, -(C4-C1o alquila)-, -(C1-C1o alquenila)-, -(C+-
C1o alquinila)-, -(C3-Cs cicloalquila)-, -arila-, -O-(C1-Csg alquila)-, -O-(Cs-
C1o alquenila)-, -O-(C+-C1o alquinila)-, -(C4-C1o alquila)-(C3-Cs cicloalqui-
la)-, -(C1-C1o alquila)-arila-, -(C2-C1o alquenila)-(Cs-Cs cicloalquila)-, -
(C2-C1o alquenila)-arila-, -(C2-C1o alquinila)-(Cs-Cg cicloalquila)-, -(Co-
C1o alquinila)-arila-, -(Cs-Cs cicloalquila)-(C1-C1o alquila)-, -arila-(C1-C1o
alquila)-, -(Cs-Cs cicloalquila)-(C2-C+o alquenila)-, -arila-(C2-C+o alqueni-
la)-, -(C3-Cs cicloalquila)-(C2-C1o alquinila)-, -arila-(C2-C1o alquinila)-, -
(heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-, -(heteroarila com 5 a 8 mem-
bros)-, -(C1-C1o alquila)-(heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-, -(Ci-
C1o0 alquila)-(heteroarila com 5 a 8 membros)-, -(C2-C1o alquenila)-
(heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-, -(C2-Cio alquenila)-
(heteroarila com 5 a 8 membros)-, -(C2-C1o alquinila)-(heterocicloalquila
com 3 a 8 membros)-, -(C2-C1o alquinila)-(heteroarila com 5 a 8 mem-
bros)-, -(heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-(C1-C1o alquila)-, -
(heteroarila com 5 a 8 membros)-(C1-C+o alquila)-, -(heterocicloalquila
com 3 a 8 membros)-(C2-C1o alquenila)-, -(heteroarila com 5 a 8 mem-

bros)-(C2-C1o alquenila)-, -(heteroarila com 5 a 8 membros)-(C2-C1o al-
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quinila)-, -(heteroarila com 5 a 8 membros)-(C2-C1o alquinila)-, -O-C(O)-
(CH2CH20)-(CHz2)2-, -(CH2CH20)- ou -(CH2CH20)-(CHz2)2-, em que
alquila, alquenila, alquinila, cicloalquila, arial, heterocicloalquila, ou he-
teroarila € opcionalmente substituida;

R® é H, hidroxi, ou C1-4 alquila;

r € um numero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca de
12; e

* significa o acoplamento a PBRM e ** significa o acopla-
mento a L® quando LC esta presente ou a D quando L° esta ausente.
[00119] Em algumas modalidades, R’ é -O-, -NR8, -(C+4-C1o alquila)-,
-(Cs-Cs cicloalquila)-, -arila-, -O-(C1-Cs alquila)-, -(C1-C1o alquila)-arila-,
-arila-(C1-C10 alquila)-, -(C1-C1o alquila)-(Cs-Cg cicloalquila)-, -(Cs-Cs
cicloalquila)-(C1-C1o alquila)-, -(heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-,
-(heteroarila com 5 a 8 membros)-, -(C1-C10alquil)-(heterocicloalquila
de 3 a 8 membros)-, -(C4-C1o alquila)-(heteroarila com 5 a 8 membros
)-, -( heterocicloalquila com 3 a 8 membros)-( C1-C+o alquila)-, -(5- a 8
membros<heteroarila)-(C1-Cioalquila)-, -OC(O)-(CH2CH20)r-(CH2)2-, -
(CH2CH20)r-, ou -(CH2CH20)r.
[00120] Em algumas modalidades, R’ é—(C1-C1o alquila)-, -O-(C1-Cs
alquila)-, -(CH2CH20)-, -O-C(O)-(CH2CH20)-(CH2)2- ou -(CH2CH20),-
(CH2)2-.
[00121] Em algumas modalidades, R’ & —O-, -NH, -N(CH3), -CHa-, -
-(CHz)2, --(CHz)s, -O-C(O)-, (CH2CH20)-( CH2)2 ou (CH2CH20)(

CHo2)2.
[00122] Em algumas modalidades, cada A’ é independentemente:
A
o
- /;l LS *\./4 % o
\E\N“/\ 2 W
’ \r - ' ’
< YN
\Q el O >
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/
s ey \Q“”W
OF O ’

em que R?® é H, hidroxi ou C1-4 alquila; r € um niimero inteiro que varia
entre cerca de 4 a cerca de 6; e * representa o acoplamento a PBRM e
** representa o acoplamento a L® quando L® esta presente ou a D
quando L esta ausente.

[00123] E entendido que cada A', antes de ser conectado a PBRM,
corresponde independentemente a uma porgdo monovalente A"

[00124] Em algumas modalidades, cada A" é independentemente:

O (o) o
o o] o
o ; o ; ° ;

em que R’, R® e r s3o como descrito aqui; e ** representa o acopla-

ou

mento a L® quando LC esta presente ou a D quando L° esta ausente.
Variavel L°

[00125] Em algumas modalidades, cada L° quando presente, € in-

Tl
#ﬁ—QMALLD%— ##

Oor1

dependentemente:

em que:

# representa o acoplamento a A’ e ## representa o aco-
plamento a D;

MA, quando presente, € uma porgdo peptidica compreen-

dendo pelo menos dois aminoacidos;
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T', quando presente, € um grupo hidrofilico; e

LP é uma porcao de ligagdo divalente que liga D a M” quan-
do M* esta presente, ou a A' quando M” esta ausente.
[00126] Em algumas modalidades, cada LP compreende pelo me-
nos uma ligagao clivavel de modo que quando a ligacao é quebrada, D
é liberado em uma forma ativa para seu efeito terapéutico pretendido.

[00127] Em algumas modalidades, cada L, quando presente, é in-
#L0%

[00128] Em algumas modalidades, cada L, quando presente, é in-

dependentemente:

L
l
dependentemente: * ML

Variavel LP

[00129] Em algumas modalidades, cada LP é independentemente
uma porgao de ligagdo divalente que conecta D a M* quando M” esta
presente, ou a A’ quando M* esta ausente.

[00130] Em algumas modalidades, cada LP compreende pelo me-
nos uma ligacéo clivavel de modo que quando a ligagao é clivada, D é
liberado em uma forma ativa para o efeito terapéutico pretendido.
[00131] Em algumas modalidades, LP compreende uma ligagéo cli-
vavel. Em algumas modalidades, L°® compreende multiplos sitios de
clivagem ou ligagdes.

[00132] E entendido que cada LP, antes de ser conectado a D, cor-
responde independentemente a uma porgdo monovalente LP.

[00133] Em algumas modalidades, L® compreende um grupo funci-
onal capaz de formar a ligagao clivavel. Grupos funcionais capazes de
formar a ligagao clivavel podem incluir, por exemplo, grupos sulfidrila
para formar ligagdes de dissulfeto, grupos aldeido, cetona ou hidrazina
para formar ligagdes de hidrazona, grupos hidroxilamina para formar
ligagdes de oxima, grupos carboxilicos ou amino para formar ligacdes

peptidicas, grupos carboxilicos ou hidroxi para formar ligacdes éster e
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acgucares para formar ligacdes glicosidicas.

[00134] Em algumas modalidades, cada L® compreende uma liga-
cao de dissulfeto que é clivavel por meio de troca de dissulfeto, uma
ligacao acido-labil que € clivavel em pH acido e/ou ligagdes que séo
clivaveis por hidrolases. Em algumas modalidades, LP compreende
uma ligacédo carbamato (ou seja, -OC(O)-NR-, em que R € hidrogénio
ou alquila ou semelhante).

[00135] Em algumas modalidades, a estrutura e a sequéncia da li-
gacéo clivavel em LP podem ser tais que a ligacado é clivada pela agéo
de enzimas presentes no sitio alvo. Em algumas modalidades, a liga-
cao clivavel pode ser clivavel por outros mecanismos.

[00136] Em algumas modalidades, a estrutura e a sequéncia das
ligacdes clivaveis em LP podem ser tais que as ligagbes sao clivadas
pela agdo de enzimas presentes no sitio alvo. Em algumas modalida-
des, as ligacdes clivaveis podem ser clivaveis por outros mecanismos.

[00137] Em algumas modalidades, as ligacdes clivaveis podem ser
clivadas enzimaticamente por uma ou mais enzimas, incluindo uma
protease associada a tumor, para liberar a unidade de Farmaco ou D,
em que o conjugado da presente descricdo, ou intermediario, ou arca-
bougo do mesmo, € protonado in vivo apds a liberacédo para fornecer
uma unidade de Farmaco ou D.

[00138] Em algumas modalidades, cada LP é independentemente

***4%< L E> WW%****
0-1

LE, quando presente, € -NH-[(CH2CH20),-(CH2)o-2]¢-C(O)-, -
NH-(C+-Ce alquila)-O-C(O)-, ou -NH-[(CH2CH20),-(CH2)0-2]-C(O)-NH-

(C1-Cs alquila)-O-C(O)-, em que p € um numero inteiro que varia entre

em que:

cerca de 1 a cerca de 20, e g € um numero inteiro que varia entre cer-

cade 1 acercade 10;
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cada W é independentemente uma unidade de aminoacidos
natural ou ndo natural

w € um numero inteiro que varia entre cerca de 0 a cerca
de 12;

*** indica o acoplamento a M* quando M” esta presente ou
a A' quando M” esta ausente; e

**** indica o acoplamento a D.

[00139] Em algumas modalidades, cada LP é independentemente
***‘§_\LE_§_****
. Em algumas modalidades, cada LP é independen-

deded _WW dededed
temente % % . Em algumas modalidades, cada LP é in-

***_% LE_WW%****
dependentemente

[00140] Em algumas modalidades, LF compreende pelo menos uma
unidade de PEG.

[00141] Em algumas modalidades, a unidade de PEG compreende
pelo menos 1 subunidade, pelo menos 2 subunidades, pelo menos 3
subunidades, pelo menos 4 subunidades, pelo menos 5 subunidades
ou pelo menos 6 subunidades. Em algumas modalidades, a unidade
de PEG compreende pelo menos 4 subunidades, pelo menos 3 subu-
nidades, pelo menos 2 subunidades ou pelo menos 1 subunidade. Em
algumas modalidades, a unidade de PEG compreende pelo menos 1
subunidade. Em algumas modalidades, a unidade de PEG compreen-
de pelo menos 2 subunidades.

[00142] Em algumas modalidades, p € um numero inteiro que varia
entre cerca de 1 a cerca de 15, entre cerca de 1 a cerca de 10, entre
cerca de 1 a cerca de 9, entre cerca de 1 a cerca de 8, entre cerca de
1 a cerca de 7, entre cerca de 1 a cerca de 6, ou entre cerca de 1 a

cerca de 5.
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[00143] Em algumas modalidades, p € um numero inteiro que varia
entre cerca de 1 a cerca de 6. Em algumas modalidades, p € um nu-
mero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca de 4. Em algumas mo-
dalidades, p € um numero inteiro que varia entre cerca de 1 a cerca de
2.

[00144] Em algumas modalidades, p € 2.

[00145] Em algumas modalidades, g € um numero inteiro variando
entre cerca de 1 a cerca de 15, entre cerca de 1 a cerca de 10, entre
cerca de 1 a cerca de 9, entre cerca de 1 a cerca de 8, entre cerca de
1 a cerca de 7, entre cerca de 1 a cerca de 6, ou entre cerca de 1 a
cerca de 5.

[00146] Em algumas modalidades, q é 1, 2, 3, 4 ou 5. Em algumas
modalidades, q € 2.

[00147] Em algumas modalidades, LE, quando presente, ¢ -NH-
(CH2CH20)1.4-(CH2)2-C(O)-. Em algumas modalidades, LE, quando
presente, é -NH-(CH2CH20)2-(CH2)2-C(O)-. Em algumas modalidades,
LE, quando presente, é -NH-(CH2CH20)3-(CH2)o2-C(O)-. Em algumas
modalidades, LE, quando presente, & -NH-(CH2CH20)s-(CH2)4-C(O)-.
Em algumas modalidades, LE, quando presente, & -NH-(CH2CH20)s-
(CH2)2-C(O)-. Em algumas modalidades, LE, quando presente, € -NH-
CH2CH20-(CH2)0-2-C(O)-. Em algumas modalidades, LE, quando pre-
sente, € -NH-CH2CH.0O-C(O)-. Em algumas modalidades, LE, quando
presente, &€ -NH-(C+-Cs alquila)-O-C(O)-. Em algumas modalidades, LF,
quando presente, € -NH-CH2-CH(CH3)-O-C(O)-. Em algumas modali-
dades, LE, quando presente, € -NH-[(CH2CH20)1.4-(CH2)2-C(O)-NH-
(C1-Cs alquila)-O-C(O)-. Em algumas modalidades, LE, quando presen-
te, € -NH-CH2CH20-(CH2)2-C(O)-NH-(CH2)2-O-C(O)-.

[00148] Em algumas modalidades, w € um numero inteiro que varia
entre cerca de 1 a cerca de 12 (por exemplo, 1a6,ou1a4,ou1as3,
oul,23,4,56,7,8,9,10, 11 ou 12).
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[00149] Em algumas modalidades, w é 0, 1, 2, 3, 4 ou 5. Em algu-
mas modalidades, w é 1, 2, 3, 4 ou 5.

[00150] Em algumas modalidades, w € 1. Em algumas modalida-
des, w é 2. Em algumas modalidades, w é 3.

[00151] Em algumas modalidades, cada W é independentemente
um aminoacido natural ou ndo natural e/ou um isémero D ou L.

[00152] Em algumas modalidades, cada W € independentemente
um aminoacido alfa, beta ou gama que é natural ou ndo natural.
[00153] Em algumas modalidades, pelo menos um W é um aminoa-
cido natural. Em algumas modalidades, pelo menos um W & um ami-
noacido ndo natural.

[00154] Em algumas modalidades, Ww ndo compreende aminoaci-
dos naturais. Em algumas modalidades, Ww n&o compreende aminoa-
cidos nao naturais.

[00155] Em algumas modalidades, Ww compreende um aminoacido
natural ligado a um aminoacido n&o natural. Em algumas modalidades,
W, compreende um aminoacido natural ligado a um isémero D de um
aminoacido natural.

[00156] Em algumas modalidades, Ww € um dipeptideo, por exem-
plo, -Val-Cit-, -Phe-Lys-, -Val-Ala- ou Glu-Ala.

[00157] Em algumas modalidades, Wy uma unidade de monopep-
tideo, um dipeptideo, um tripeptideo, um tetrapeptideo, um pentapep-
tideo, um hexapeptideo, um heptapeptideo, um octapeptideo, um no-
napeptideo, um decapeptideo, um undecapeptideo ou um dodecapep-
tideo.

[00158] Em algumas modalidades, Wy € um peptideo (por exem-
plo, um peptideo com 1 a 12 aminoacidos), que € conjugado direta-
mente a D. Em algumas modalidades, o peptideo € um unico aminoa-
cido. Em algumas modalidades, o peptideo € um dipeptideo. Em al-

gumas modalidades, o peptideo € um tripeptideo.
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[00159] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W,, é sele-
cionado independentemente entre alanina, B-alanina, arginina, acido
aspartico, asparagina, histidina, glicina, acido glutamico, glutamina,
fenilalanina, lisina, leucina, serina, tirosina, treonina, isoleucina, proli-
na, triptofano, valina, cisteina, metionina, selenocisteina, ornitina, pe-
nicilamina, acido aminoalcandico, acido aminoalcinodico, acido amino-
alcanodioico, acido aminobenzoico, acido amino-heterociclo-alcandico,
acido heterociclo-carboxilico, citrulina, estatina, acido diaminoalcanai-
co e seus derivados.

[00160] Em algumas modalidades, cada aminoacido em Wy, é sele-
cionado independentemente de alanina, B-alanina, arginina, acido as-
partico, asparagina, histidina, glicina, acido glutamico, glutamina, feni-
lalanina, lisina, leucina, serina, tirosina, treonina, isoleucina , prolina,
triptofano, valina, citrulina e seus derivados.

[00161] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W,, é sele-
cionado independentemente entre aminoacidos proteinogénicos e nao
proteinogénicos.

[00162] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W, € in-
dependentemente selecionado entre os isbmeros L ou D dos seguintes
aminoacidos: alanina, B-alanina, arginina, acido aspartico, asparagina,
cisteina, histidina, glicina, acido glutamico, glutamina, fenilalanina, lisi-
na, leucina, metionina, serina, tirosina, treonina, triptofano, prolina, or-
nitina, penicilamina, acido aminoalcindico, acido aminoalcanodidico,
acido heterociclocarboxilico, citrulina, estatina, acido diaminoalcandico,
valina, citrulina e seus derivados.

[00163] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W, € in-
dependentemente cisteina, homocisteina, penicilamina, ornitina, lisina,
serina, treonina, glicina, glutamina, alanina, acido aspartico, acido glu-
tamico, selenocisteina, prolina, glicina, isoleucina, leucina, metionina,

valina, citrulina ou alanina.
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[00164] Em algumas modalidades, cada aminoacido em Wy, é sele-
cionado independentemente a partir de L-isbmeros dos seguintes ami-
noacidos: alanina, B-alanina, arginina, acido aspartico, asparagina, his-
tidina, glicina, acido glutamico, glutamina, fenilalanina, lisina, leucina,
serina, tirosina, treonina, isoleucina, triptofano, citrulina e valina.
[00165] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W, € in-
dependentemente selecionado a partir de D-isbmeros dos seguintes
aminoacidos: alanina, B-alanina, arginina, acido aspartico, asparagina,
histidina, glicina, acido glutdmico, glutamina, fenilalanina, lisina, leuci-
na, serina, tirosina, treonina, isoleucina, triptofano, citrulina e valina.
[00166] Em algumas modalidades, cada aminoacido em W, alani-
na, B-alanina, glicina, acido glutamico, acido isoglutamico, acido isoas-
partico, valina citrulina ou acido aspartico.

[00167] Em algumas modalidades, Ww compreende (-alanina. Em
algumas modalidades, W compreende (p-alanina)-(alanina). Em algu-
mas modalidades, Ww compreende (B-alanina) e opcionalmente acido
glutdmico, acido isoglutamico, acido aspartico, acido isoaspartico, vali-
na, (valina)-(alanina), (alanina)-(alanina), ou (valina)-(citrulina).

[00168] Em algumas modalidades, W\ compreende (acido glutami-
co)-(alanina).

[00169] Em algumas modalidades, Wy compreende acido glutami-
co e opcionalmente alanina, glicina, acido isoglutamico, acido asparti-
co, acido isoaspartico, valina, (valina)-(alanina), (alanina)-(alanina) ou
(valina)-(citrulina ).

[00170] Em algumas modalidades, W, compreende acido 2,3-
diaminopropandico. Em algumas modalidades, W. compreende acido
(R)-2,3-diaminopropandico. Em algumas modalidades, W. compreen-
de acido glutamico. Em algumas modalidades, Ww compreende (acido
glutdmico)-(alanina). Em algumas modalidades, Ww compreende (aci-

do glutadmico)-(glicina)-(alanina).
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[00171] Em algumas modalidades, W. compreende &acido L-
glutadmico, acido D-glutamico, (acido L-glutamico)-(L-alanina), (acido L-
glutdmico)-(D-alanina), (acido D-glutdmico )-(L-alanina), (acido D-
glutdmico)-(D-alanina), (acido L-glutamico)-(glicina)-(L-alanina), acido
D-glutamico)-(glicina)-(D-alanina), (acido L-glutamico)-(glicina)-(D-
alanina), ou (acido D-glutamico)-(glicina)-(L-alanina).

[00172] Em algumas modalidades, Ww compreende uma ligagao
carbamato além de um ou mais aminoacidos.

[00173] Em algumas modalidades, LP (por exemplo, Wy) é seletivo
para clivagem enzimatica (por exemplo, por uma enzima particular).
Em algumas modalidades, a enzima particular € uma protease associ-
ada ao tumor.

[00174] Em algumas modalidades, LP (por exemplo, W.) compre-
ende uma ligacao cuja clivagem é catalisada por catepsina B, catepsi-
na C, catepsina D ou uma plasmina protease.

[00175] Em algumas modalidades, LP compreende um sitio de cli-
vagem de acgucar.

[00176] Em algumas modalidades, LP compreende uma porgdo de
acgucar (Su) ligada através de uma ligacao glicosidica de oxigénio a um
grupo auto-imolativo.

[00177] Em algumas modalidades, um "grupo auto-imolativo" pode
ser uma porcao quimica tri-funcional que € capaz de ligar covalente-
mente trés porgdes quimicas espacadas (isto é, a porcado de agucar
(através de uma ligacao glicosidica) uma unidade de farmaco (direta-
mente ou indiretamente) e M (diretamente ou indiretamente) quando
MA esta presente ou A’ quando M* esta ausente.

[00178] Em algumas modalidades, a ligacao glicosidica pode ser
clivada no sitio alvo para iniciar uma sequéncia de reacao autoimolati-
va que leva a liberagao do farmaco.

[00179] Em algumas modalidades, cada LP, quando presente, é
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independentemente:
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em que: *** indica acoplamento a M”, quando M” esta presente ou a A’

quando M* esta ausente; e
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Em algumas modalidades, cada LP, quando presente, ¢ in-
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em que: *** indica acoplamento a M#, quando M” esta presente ou a A’

quando M* esta ausente; e
**** indica acoplamento a D,
[00181]

dependentemente:
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em que: *** indica acoplamento a M* e **** indica acoplamento a D.

Variavel MA
[00182]

peptidica de pelo menos dois aminoacidos.

[00183]

como "AA" e os aminoacidos como "AA's".

[00184]
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de formar uma ligagédo covalente com uma unidade -LP-D e permite o
acoplamento de multiplos farmacos.

[00185] Em algumas modalidades, M* compreende uma Unica uni-
dade de AA ou tem duas ou mais unidades de AA (por exemplo, de 2 a
10, de 2 a 6, ou 2, 3, 4, 5 ou 6) em que as unidades de AA sao cada
uma independentemente um aminoacido natural ou ndo natural, um
aminoalcool, um aminoaldeido, uma diamina, uma poliamina ou suas
combinacgdes.

[00186] Em algumas modalidades, a fim de ter o numero necessa-
rio de acoplamentos, pelo menos uma das unidades de AA tera uma
cadeia lateral funcionalizada para fornecer o acoplamento da unidade -
L°-D. Em algumas modalidades, unidades de AA funcionalizadas
exemplificadoras (por exemplo, aminoacidos, aminoalcoois ou amino-
aldeidos) incluem, por exemplo, unidades de AA funcionalizadas com
azido ou alcino (por exemplo, aminoacido, aminoalcool ou aminoaldei-
do modificado para ter um grupo azida ou grupo alcino).

[00187] Em algumas modalidades, M compreende 2 a 12 unidades
de AA. Em algumas modalidades, M” compreende 2 a 10 unidades de
AA. Em algumas modalidades, M* compreende 2 a 6 unidades de AA.
Em algumas modalidades, M* compreende 2, 3, 4, 5 ou 6 unidades de
AA.

[00188] Em algumas modalidades, M* tem 2 unidades de AA. Em
algumas modalidades, a porcéo peptidica tem 3 unidades de AA. Em
algumas modalidades, a porcao peptidica tem 4 unidades de AA. Em
algumas modalidades, a porcéo peptidica tem 5 unidades de AA. Em
algumas modalidades, a porcao peptidica tem 6 unidades de AA.
[00189] Em algumas modalidades, o acoplamento dentro de M* ou
com o0s outros componentes do conjugado, intermediario do mesmo,
ou arcabouco, pode ser, por exemplo, através de amino, carboxi ou

outras funcionalidades.
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[00190] Em algumas modalidades, cada aminoacido em M” pode
ser independentemente um isébmero D ou L de um aminoacido que
contenha tiol. Em algumas modalidades, cada aminoacido em M* pode
ser independentemente um isébmero D de um aminoacido que conte-
nha tiol. Em algumas modalidades, cada aminoacido em M” pode ser
independentemente um isbmero L de um aminoacido que contenha.
Em algumas modalidades, o aminoacido que contém tiol pode ser, por
exemplo, cisteina, homocisteina ou penicilamina.

[00191] Em algumas modalidades, cada aminoacido em M” pode
ser independentemente o isbmero L ou D dos seguintes aminoacidos:
alanina (incluindo B-alanina), arginina, acido aspartico, asparagina, cis-
teina, histidina, glicina, acido glutamico, glutamina, fenilalanina, lisina,
leucina, metionina, serina, tirosina, treonina, triptofano, prolina, orniti-
na, penicilamina, acido aminoalquindico, acido aminoalcanodidico, aci-
do heterociclo-carboxilico, citrulina, estatina, acido diaminoalcandico,
seus estereoisbmeros ou seus derivados.

[00192] Em algumas modalidades, cada aminoacido em M” é inde-
pendentemente cisteina, homocisteina, penicilamina, ornitina, lisina,
serina, treonina, glicina, glutamina, alanina, acido aspartico, acido glu-
tamico, selenocisteina, prolina, glicina, isoleucina , leucina, metionina,
valina, alanina ou seus estereoisbmeros.

[00193] Em algumas modalidades, M* compreende um monopepti-
deo, um dipeptideo, tripeptideo, tetrapeptideo ou pentapeptideo. Em
algumas modalidades, M* compreende um pentapeptideo.

[00194] Em algumas modalidades, M* compreende pelo menos
cerca de cinco aminoacidos (por exemplo, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 aminoa-
cidos). Em algumas modalidades, M* compreende no maximo cerca
de dez aminoacidos.

[00195] Em algumas modalidades, cada aminoacido em M” é inde-

pendentemente glicina, serina, acido glutamico, lisina, acido aspartico
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e cisteina.

[00196] Em algumas modalidades, M* compreende pelo menos
quatro glicinas e pelo menos um acido glutémico, por exemplo, (glici-
na)4 e acido glutdmico, em que o acido glutamico esta em qualquer
posicdo ao longo da cadeia peptidica, tal como, por exemplo, (acido
glutdmico)-(glicina)4; (glicina)-(acido glutamico)-(glicina)3; (glicina)2-
(acido glutamico)-(glicina)2; (glicina)3-(acido glutdmico)-(glicina); ou
(glicina)4-(acido glutamico).

[00197] Em algumas modalidades, M” compreende (glicina)4-
(acido glutédmico). Em algumas modalidades, a porgao peptidica com-
preende (acido glutamico)-(glicina)4.

[00198] Em algumas modalidades, M* compreende pelo menos
quatro glicinas e pelo menos uma serina, por exemplo, (glicina)4 e se-
rina em que a serina esta em qualquer posi¢cdo ao longo da cadeia
peptidica, como, por exemplo, (serina )-(glicina)4; (glicina)-(serina)-
(glicina)3; (glicina)2-(serina)-(glicina)2; (glicina)3-(serina)-(glicina); ou
(glicina)4-(serina).

[00199] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)4-
(serina). Em algumas modalidades, a porgcdo peptidica compreende
(serina)-(glicina)4.

[00200] Em algumas modalidades, M” compreende (B-alanina)-
(glicina)4-(serina) em que a serina esta em qualquer posi¢ao ao longo
da cadeia peptidica, tal como, por exemplo, (B-alanina)- (serina)-
(glicina)4; (B-alanina)-(glicina)-(serina)-(glicina)3; (B-alanina)-(glicina)2-
(serina)-(glicina)2;  (B-alanina)-(glicina)3-(serina)-(glicina); ou (B-
alanina)-(glicina)4-(serina).

[00201] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)4-
(serina)-(acido glutamico) em que a serina esta em qualquer posicao
ao longo da cadeia peptidica, como, por exemplo, (serina)-(glicina) 4-

(acido glutamico); (glicina)-(serina)-(glicina)3-(acido glutamico); (glici-
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na)2-(serina)-(glicina)2-(acido glutamico); (glicina)3-(serina)-(glicina)-
(acido glutamico); ou (glicina)4-(serina)-(acido glutamico). Em algumas
modalidades, a por¢cdo peptidica compreende (B-alanina)-(glicina)4-
(serina)-(acido glutamico) em que a serina esta em qualquer posicéo
ao longo da cadeia peptidica, tal como, por exemplo, (B-alanina) - (se-
rina)-(glicina)4-(acido glutamico); (B-alanina)-(glicina)-(serina)-
(glicina)3-(acido glutamico); (B-alanina)-(glicina)2-(serina)-(glicina)2-
(acido glutamico); (B-alanina)-(glicina)3-(serina)-(glicina)-(acido gluta-
mico); ou (B-alanina)-(glicina)4-(serina)-(acido glutamico).

[00202] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)4-
(serina). Em algumas modalidades, a porgcdo peptidica compreende
(serina)-(glicina)4.

[00203] Em algumas modalidades, M* compreende (B-alanina)-
(glicina)4-(serina) em que a serina esta em qualquer posi¢ao ao longo
da cadeia peptidica.

[00204] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)4-
(serina)-(acido glutamico) em que a serina esta em qualquer posicéo
ao longo da cadeia peptidica.

[00205] Em algumas modalidades, M* compreende (B-alanina)-
(glicina)4-(serina)-(acido glutdmico) em que a serina esta em qualquer
posicao ao longo da cadeia peptidica.

[00206] Em algumas modalidades, M* compreende (acido glutami-
co)-(glicina)1-4, em que: o M” esta acoplado a A’ através de um &cido
glutdmico; M* esta acoplado a T' através da glicina; e M* esta acopla-
do a LP através do acido glutamico.

[00207] Em algumas modalidades, M” compreende

H o
* N "
Clig4 9,

[00208] Em algumas modalidades, M* compreende (acido glutami-

co)-(glicina)s, em que: M” esta acoplado a A' através de acido glutami-
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co; MA esta acoplado a T' através de uma das glicina; e M* esta aco-
plado a LP através do acido glutadmico.
[00209] Em algumas modalidades, M” compreende
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iy
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[00210] Em algumas modalidades, M* compreende (acido glutami-
co)-(glicina), em que: M* esta acoplado a A" através de acido glutami-
co; M esta acoplado a T' através da glicina; e M” esta acoplado a LP
através do acido glutamico.

[00211] Em algumas modalidades, a porgao peptidica compreende
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[00212] Em algumas modalidades, M” compreende (glicina)i-s-
(acido glutamico), em que: M* esta acoplado a A" através de uma das
glicinas; M” esta acoplado a T' através de acido glutdmico; e M” esta
acoplado a LP através do acido glutamico.

[00213] Em algumas modalidades, M” compreende
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[00214] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)s-(acido
glutdmico), em que: M” esta acoplado a A" através do de acido gluta-
mico; MA esta acoplado a T' através da glicina; e M* esta acoplado a
LP através do acido glutamico.

[00215] Em algumas modalidades, MA compreende
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[00216] Em algumas modalidades, M* compreende (glicina)-(acido
glutamico), em que: M* esta acoplado a A' através da glicina; M” esta
acoplado a T' através do acido glutamico; e M* esta acoplado a LP
através do acido glutamico.

[00217] Em algumas modalidades, MA compreende
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[00218] Em algumas modalidades, M” compreende (glicina)i.s-
(serina), em que: MA esta acoplado a A' através de uma das glicinas;
MA esta acoplado a T' através da serina; e M” esta acoplado a LP atra-
vés da serina.

[00219] Em algumas modalidades, MA compreende

Rihs

[00220] Em algumas modalidades, M” compreende (glicina)-
(serina), em que: M” esta acoplado a A' através da glicina; M” esta
acoplado a T' através da serina; e M” esta acoplado a LP através da
serina.
[00221] Em algumas modalidades, MA compreende
) H E?\
\ﬁ/vN *x

A

[00222] Em algumas modalidades, M” compreende (glicina)s-
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(serina), em que: MA esta acoplado a A' através de uma das glicinas;
MA esta acoplado a T' através da serina; e M” esta acoplado a LP atra-
vés da serina.

[00223] Em algumas modalidades, MA compreende

WS,
v N /J‘L“'ﬂ**

[00224] Em algumas modalidades, M” compreende (serina)-
(glicina)1-4, em que: M” esta acoplado a A’ através da serina; M” esta
acoplado a T' através de uma das glicinas; e M* esta acoplado a LP
através da serina.

[00225] Em algumas modalidades, MA compreende
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[00226] Em algumas modalidades, M” compreende (serina)-
(glicina)s, em que: M” esta acoplado a A' através da serina; M” esta
acoplado a T' através de uma das glicinas; e M* esta acoplado a LP
através da serina.

[00227] Em algumas modalidades, MA compreende

[00228] Em algumas modalidades, M” compreende (serina)-
(glicina), em que: M” esta acoplado a A’ através da serina; M* esta
acoplado a T' através de uma das glicinas; e M* esta acoplado a LP
através da serina.

[00229] Em algumas modalidades, MA compreende
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[00230] Em algumas modalidades, M” compreende (B-alanina)-
(glicina)14-(serina), em que: M” esta acoplado a A' através de B-
alanina; M” esta acoplado a T' através da serina; e M* esta acoplado a
LP através da serina.

[00231] Em algumas modalidades, MA compreende

3 [
I
* N
\H/\)Liaf\ﬁf -
Ok-4
o

e

[00232] Em algumas modalidades, M” compreende (B-alanina)-
(glicina)s-(serina), em que: MA esta acoplado a A" através de B-alanina;
MA esta acoplado a T' através da serina; e M” esta acoplado a LP atra-
vés da serina.

[00233] Em algumas modalidades, MA compreende
O . [}
*\q‘ . M s
O - :

[00234] Em algumas modalidades, a porcao peptidica compreende
(B-alanina)-(glicina)-(acido glutamico), em que: a porcao peptidica esta
acoplada a L3 quando presente ou a LM quando L3 esta ausente atra-
vés de B-alanina; a porg¢édo peptidica esta acoplada a T' quando pre-
sente, através de acido glutamico e; a porcao peptidica esta acoplada
a LP quando presente, através de acido glutadmico.

[00235] Em algumas modalidades, a porgao peptidica compreende
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[00236] E entendido que para modalidades de MA, * indica acopla-
mento a A', ** indica acoplamento a T' e *** indica acoplamento a LP.
Grupo Hidrofilico (Variavel T')

[00237] Em algumas modalidades, o grupo hidrofilico incluido nos
conjugados ou arcabougos da descricdo € um polimero soluvel em
agua e substancialmente n&o antigénico. Exemplos do grupo hidrofi-
lico incluem, mas nao estao limitados a, polialcoois, poliéteres, polia-
nions, polications, acidos polifosféricos, poliaminas, polissacarideos,
compostos poli-hidroxi, polilisinas e seus derivados. Em algumas mo-
dalidades, uma extremidade do grupo hidrofilico pode ser funcionali-
zada de modo que possa ser covalentemente ligada ao ligante M* (por
exemplo, a um aminoacido no ligante M”) por meio de uma ligagéo
nao clivavel ou por meio de uma ligagéo clivavel. Em algumas modali-
dades, a funcionalizacdo pode ser, por exemplo, através de uma ami-
na, tiol, éster NHS, maleimida, alcino, azida, carbonila ou outro grupo
funcional. Em algumas modalidades, a outra terminagé&o (ou termina-
¢des) do grupo hidrofilico sera livre e ndo amarrada. Em algumas mo-
dalidades, por "ndo amarrada", € entendido que o grupo hidrofilico ndo
sera acoplado a outra por¢ao, tal como D ou uma Unidade de Farma-
co, ou outros componentes dos conjugados ou arcabougos da descri-
cao. Em algumas modalidades, a extremidade livre e ndo amarrada do
grupo hidrofilico pode incluir uma metoxila, acido carboxilico, alcool ou
outro grupo funcional adequado. Em algumas modalidades, a metoxila,
acido carboxilico, alcool, ou outro grupo funcional adequado atua co-
mo uma cobertura para terminagdo ou terminagdes do grupo hidrofi-

lico.

Peticdo 870220094277, de 13/10/2022, pag. 62/415



51/319

[00238] Em algumas modalidades, uma ligacao clivavel se refere a
uma ligacdo que nao € substancialmente sensivel a clivagem enquan-
to circula no plasma, mas € sensivel a clivagem em um ambiente in-
tracelular ou intratumoral. Em algumas modalidades, uma ligacdo nao
clivavel é aquela que nao é substancialmente sensivel a clivagem em
qualquer ambiente biolégico. Em algumas modalidades, hidrélise qui-
mica de uma hidrazona, redug¢ao de um dissulfeto e clivagem enzima-
tica de uma ligagao peptidica ou ligagao glicosidica sdo exemplos de
ligagdes clivaveis. Em algumas modalidades, as ligagcdes exemplifica-
doras do grupo hidrofilico sdo através de ligacdes amida, ligacdes éter,
ligacbes éster, ligagcdes hidrazona, ligagdes oxima, ligagcdes de dissul-
feto, ligagdes peptidicas, ou ligacdes de triazol. Em algumas modali-
dades, a ligagdo do grupo hidrofilico ao ligante M” (por exemplo, a um
aminoacido no ligante M*) é através de uma ligagdo amida.

[00239] Em algumas modalidades em que o conjugado ou arcabou-
¢co da descricdo compreende mais do que um grupo hidrofilico, os mul-
tiplos grupos hidrofilicos podem ser por¢cdes quimicas iguais ou dife-
rentes (por exemplo, grupos hidrofilicos de pesos moleculares, numero
de subunidades ou estrutura quimica diferentes). Em algumas modali-
dades, os multiplos grupos hidrofilicos podem ser ligados ao ligante M*
em um unico sitio de fixac&o ou sitios diferentes.

[00240] Em algumas modalidades, a adicdo do grupo hidrofilico po-
de ter dois impactos potenciais sobre a farmacocinética do conjugado
resultante. Em algumas modalidades, o impacto desejado € a diminui-
cao da depuracao (e consequente aumento da exposi¢cdo) que surge
da reducédo das interagcdes ndo especificas induzidas pelos elementos
hidrofébicos expostos do farmaco ou ligante de farmaco. Em algumas
modalidades, o impacto indesejado € a diminuicdo do volume e da ta-
xa de distribuicdo que pode surgir do aumento do peso molecular do

conjugado. Em algumas modalidades, aumentar o peso molecular do
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grupo hidrofilico aumenta o raio hidrodindmico de um conjugado, resul-
tando em difusividade diminuida que pode diminuir a capacidade do
conjugado de penetrar em um tumor. Devido a esses dois efeitos far-
macocinéticos concorrentes, pode ser desejavel usar um grupo hidrofi-
lico que seja suficientemente grande para diminuir a depuragdo do
conjugado, aumentando assim a exposi¢cdo plasmatica, mas néo tao
grande que diminua grandemente sua difusividade, o que pode reduzir
a capacidade do conjugado de atingir a populacéo de células alvo pre-
tendida.

[00241] Em algumas modalidades, o grupo hidrofilico inclui, mas
nao esta limitado a, um alcool de acucar (também conhecido como po-
lialcool, alcool poli-hidrico, alditol ou glicitol, tal como inositol, glicerol,
eritritol, treitol, arabitol, xilitol, ribitol , galactitol, manitol, sorbitol e se-
melhantes) ou um derivado dos mesmos (por exemplo, aminopolialco-
ol), carboidrato (por exemplo, um sacarideo), um alcool polivinilico, um
polimero a base de carboidrato (por exemplo, dextrans), uma hidroxi-
pro-pilmetacrilamida (HPMA) , um 6xido de polialquileno e/ou um co-
polimero dos mesmos.

[00242] Em algumas modalidades, T' compreende uma pluralidade
de grupos hidroxila ("-OH"), tal como as por¢des que incorporam 0s
monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos e semelhantes.
[00243] Em algumas modalidades, T' compreende uma pluralidade
de gupos -(CRs5sOH)- em que Rss € -H ou C1.g alquila.

[00244] Em algumas modalidades, T' € —OH ou

~£NH-Rgo— (CRssOH)n1— R

em que:
ns € um numero inteiro entre 0 a cerca de ©6;
cada Rsg é independentemente -H ou Ci.g alquila;
Reso € uma ligacdo, um ligante Ci.6 alquila, ou —CHRs9- em

que Rsg € -H, C1.g alquila, cicloalquila, ou arilalquila;
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Re1 & CH20Re2, COORe2, -(CH2):2COORe2, ou uma heteroci-
cloalquila substituida com uma ou mais hidroxilas;

Re2 € -H ou C1.g alquila; e

n2 € um numero inteiro entre 01 a cerca de 5.
[00245] Em algumas modalidades, T' € —OH. Em algumas modali-
dades, T' & #NH-Reo—(CRasOH)m—Rg |
[00246] Em algumas modalidades, Rss € -H; Reo € uma ligagdo ou
um ligante C+. alquila; n1 € um numero inteiro entre 1 a cerca de 6; e
Rs1 €& CH20H ou COOH.
[00247] Em algumas modalidades, Rss é -H; Reo € —CHRs9-; n1 € O;
e Re1 € a uma heterocicloalquila substituida com uma ou mais hidroxi-
las por exemplo, um monossacarideo.
[00248] Em algumas modalidades, T' compreende uma glicosilami-
na, a di- amina, ou uma tri- amina.
[00249] Em algumas modalidades, T' compreende um ou mais dos

seguintes fragmentos ou um estereoisdmero desses:

. OH OH . OH OH
(1) “NH—(CHOH)o—Rso N oH | +-N OH
(2) PoH  5(3) " OH
OH OH OH OH (6)
H H H H
%—NMOH $N OH |, , OH oH
4 "2 o (5 "2 O [ OH
( ) !( ) ’ Ny OH OH :
(7) (8) (9)
OH OH OH OH H OH OH
4R o L\ on SN COOH
ZoH OH . "1 oH " OH OH
(10) (11) (OH)ns
OH OH OH OH A~
R, cooH 5N COOH N WO
" OH OH OH OH  : (12) LR
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Rss o _OH Rso o .OH Res o OH
~$NH ~$NH “NH OH
OH "OH
(13) OH (14) OH (15) HO  OH
16 17
o) 0 OH OH ) (18)
C o OH OH
N “_oH |+H OH 0 OH OH
" Hm gL OH OH B noN o
O" °NH OH OH 0" °NH OH OH p OH OH
W\/OH OH © H/%C‘)
OH OH ; OH OH ; ’
(19) or (20)
. H (0] OH OH OH QH
N . Hmw N /\HY\/OH
T ho : H
! ; OH OH ;

em que: Rsg € -H, C1.g alquila, cicloalquila, ou arilalquila; n1 € um nime-
ro inteiro entre cerca de 1 a cerca de 6; n2 € um numero inteiro entre
cerca de 1 a cerca de 5; n3 € um numero inteiro entre cerca de 1 a cer-
ca de 3.

[00250] Deve ser entendido que todas as formas estereoquimicas
dos grupos hidrofilicos sdo contempladas aqui. Por exemplo, na formu-
la acima, o grupo hidrofilico pode ser derivado de ribose, xilose, glico-
se, manose, galactose ou outro agucar e reter os arranjos estereoqui-
micos dos grupos hidroxila e alquila pendentes presentes nessas mo-
léculas.

[00251] Deve ser entendido que nas férmulas anteriores, varios
compostos desdxi também sdo contemplados. llustrativamente, uma
ou mais das seguintes caracteristicas sao contempladas para os gru-
pos hidrofilicos quando aplicaveis.

[00252] Em algumas modalidades, n3 € 2 ou 3.

[00253] Em algumas modalidades, n1 € 1, 2 ou 3.

[00254] Em algumas modalidades, n2 € 1.

[00255] Em algumas modalidades, Rsg € hidrogénio.
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OH OH
% : H
H/\('Y\/O

[00256] Em algumas modalidades, T' é OH OH . Em

H o) OH OH

4N N _OH
H
OH OH
O “NH OH OH
~_-OH
algumas modalidades, T é OH OH . Em algumas mo-
H (0] OH QH
7§N N/Y‘\K\/OH
o H OH OH
NH OH OH
WOH
dalidades, T' é OH OH
|?63 |?63
NH—R C—C—O—FR

| —% 64{‘ I I %;4 85
[00257] Em algumas modalidades, T' é Res Res :
em que

ns € um numero inteiro entre cerca de 1 a cerca de 25;
cada Re3 € independentemente -H ou C1.g alquila;

Ress4 € uma ligagao ou um ligante Ci.s alquila;

Res € -H, C1.s alquila, -(CH2)n2COORez2, ou -(CH2)n2CORss;

Re2 € -H ou C1.s alquila;

Res é H,
H 0 OH OH
-$N N ~_OH
OH OH o H  OH OH °\‘§9
- NH OH OH .
N/\K'Y\/OH  oH (\}\l OH
% H B
OH OH , OH OH ,
o
HN N/\/O\/\O/\/O\/\O/
N OH HN NH2
0 N/\/O\/\O/\/O\/\O/ %HN\/\/S; ;{ I\/\/
H , 0 ° ou 0~ “OH ;

e n2 € um numero inteiro entre 1 a cerca de 5.

ER
H n4
O

[00258] Em algumas modalidades, T' é :
em que Re7 é : (1) -OH;
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(\N/\/S\OH %HN N/\/o\/\o/\/o\/\o

@) %N A /\/0\/\0/\/0\/\0

; (3) ;

OH HN
%HN \/\//Si\ ;{ I\/\/
(4) o9,
OH OH

%‘N/\HY\/OH NH OH oHOH or

6) = OH OH . ou

(7) OH OH ;

em que ns € um numero inteiro entre cerca de 2 a cerca de 20, entre

cerca de 4 a cerca de 16, entre cerca de 6 a cerca de 12, entre cerca

;s’\N{'\',C)}\/\rOH
| H N, |
[00259] Em algumas modalidades, T' é G

[00260] Em algumas modalidades, ns € um numero inteiro entre

de 8 a cerca de 12.

cerca de 2 a cerca de 20, entre cerca de 4 a cerca de 16, entre cerca
de 6 a cerca de 12, entre cerca de 8 a cerca de 12.

[00261] Em algumas modalidades, ns€6,7, 8,9, 10, 11 ou 12.
[00262] Em algumas modalidades, ns € 8 ou 12.

[00263] Em algumas modalidades, T e
R 9 " OH OH
.JJJ{F‘N{/\\J i /\F’NH’YH/’:\VOH
H M OH CH
ou

o Or OH
L '/\\ /Q\ /HNW._T/\/’U\N
ﬁk }'T://\E 0;\ o &n Om

N DM D
L O

OH  OH . em que ns € um
numero inteiro entre cerca de 2 a cerca de 24, entre cerca de 4 a cerca
de 16, entre cerca de 6 a cerca de 12, entre cerca de 8 a cerca de 12.
[00264] Em algumas modalidades, n4 €6, 7, 8,9, 10, 11 ou 12.

[00265] Em algumas modalidades, ns € 8 ou 12. Em algumas mo-
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dalidades, ns € 8

[00266] Em algumas modalidades, T e

o oM OH
N O
»";iN ,-’\\/OV\V,HN ;JLN»"j/!Y\J

H s ! R on on
G
G7 N OH OH
A
OH Ok

em que ns é 8.
[00267] Em algumas modalidades, T' compreende um poliéter, por
exemplo, um polialquileno glicol (PAO). PAO inclui, mas nao esta limi-
tado a, polimeros de 6xidos de alquileno inferiores, em particular poli-
meros de oxido de etileno, tais como, por exemplo, 6xido de propileno,
polipropileno glicois, polietileno glicol (PEG), polidis polioxietilenados,
seus copolimeros e copolimeros em bloco.

[00268] Em algumas modalidades, o polialquileno glicol € um polie-
tileno glicol (PEG) incluindo, mas néo limitado a PEG polidisperso,
PEG monodisperso e PEG discreto. Os PEGs polidispersos s&o uma
mistura heterogénea de tamanhos e pesos moleculares, enquanto os
PEGs monodispersos sao tipicamente purificados a partir de misturas
heterogéneas e, portanto, fornecem um unico comprimento de cadeia
e peso molecular. Em algumas modalidades, as unidades PEG sao
PEGs discretos que fornecem uma unica molécula com comprimento
de cadeia definido e especificado. Em algumas modalidades, o polieti-
leno glicol € mPEG.

[00269] Em algumas modalidades, T' compreende uma unidade de
PEG que compreende uma ou multiplas cadeias de PEG. As cadeias
de PEG podem estar ligadas entre si, por exemplo, em uma configura-
cao linear, ramificada ou em forma de estrela. A unidade de PEG,
além de compreender subunidades de PEG repetidas, também pode
compreender material ndo PEG (por exemplo, para facilitar o acopla-
mento de multiplas cadeias de PEG entre si ou para facilitar o acopla-

mento ao aminoacido). O material ndo PEG se refere aos atomos na
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cadeia PEG que nao fazem parte das subunidades -CH>CH-O- repeti-
das. Em algumas modalidades, a cadeia de PEG pode compreender
duas cadeias de PEG monoméricas ligadas entre si por meio de ele-
mentos ndo PEG. Em algumas modalidades, a Unidade PEG pode
compreender duas cadeias lineares de PEG ligadas a um nucleo cen-
tral que esta acoplado ao aminoacido (isto €, a propria unidade de
PEG é ramificada).

[00270] A unidade de PEG pode ser covalentemente ligada ao li-
gante M” (por exemplo, a um aminoacido no ligante M*) através de um
grupo reativo. Grupos reativos sdo aqueles aos quais uma molécula de
PEG ativada pode estar ligada (por exemplo, um grupo amino ou car-
boxila livre). Em algumas modalidades, aminoacidos N-terminais e lisi-
nas (K) tém um grupo amino livre; e os residuos de aminoacidos C-
terminais tém um grupo carboxila livre. Grupos sulfidrila (por exemplo,
como encontrados em residuos de cisteina) também podem ser usa-
dos como um grupo reativo para acoplar PEG.

[00271] Em algumas modalidades, a unidade de PEG pode ser
acoplada ao ligante M* (por exemplo, a um aminoécido no ligante M*)
usando PEG metoxilado ("mPEG" ) que possui diferentes porcdes rea-
tivas, incluindo, mas n&o se limitando a succinato de succinimidila
(SS), carbonato de succinimidila (SC), mPEG-imidato, para-
nitrofenilcarbonato (NPC), propionato de succinimidila (SPA) e cloreto
cianurico. Exemplos de mPEGs incluem, mas ndo estdo limitados a
MPEG- succinato de succinimidila (mPEG-SS), mPEG2-succinato de
succinimidila (MPEG2-SS), mPEG-carbonato de succinimidila (mPEG-
SC), mPEG2-carbonato de succinimidila (mPEG2-SC), mPEG-imidato,
mPEG-para-nitrofenilcarbonato (mMPEG-NPC), mPEG-imidato, mPEG:-
para-nitrofenilcarbonato (mMPEG2-NPC), mPEG-propionato de succini-
midila (MPEG-SPA), mPEG:2-propionato de succinimidila (mPEG>—
SPA), mPEG-N-hidroxi-succinimida (mPEG-NHS), mPEG2-N-hidréxi-
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succinimida (MPEG>—NHS), mPEG-cloreto cianurico, mPEG2-cloreto
cianurico, mPEG2-Lisinol-NPC e mPEG2-Lys-NHS. Uma grande varie-
dade de espécies de PEG pode ser usada, e substancialmente qual-
quer reagente de PEG reativo adequado pode ser usado. Em algumas
modalidades, o reagente de PEG reativo resultara na formacao de
uma ligacao carbamato ou amida apds o acoplamento ao Ligante Mul-
tifuncional ou Ligante M* (por exemplo, a um aminodcido no ligante
MA). Os reagentes de PEG reativos incluem, mas nao est&o limitados a
MPEG2-N-hidroxi-succinimida (mMPEG2-NHS), propionaldeido de PEG
bifuncional (MPEG2-ALD), PEG de multiplos bracos, PEG contendo
maleimida (MPEG(MAL)2, mPEG2(MAL)), mPEG-NH2, mPEG-
propionato de succinimidila (mMPEG-SPA), succinimida de butanoato de
mPEG acido (mPEG-SBA), mPEG-tioésteres, mPEG-éster duplo,
mPEG-BTC, mPEG-ButirALD, mPEG-dietil acetal acetaldeido (mPEG-
ACET), PEGs heterofuncionais (por exemplo, NH>-PEG-COOH, Boc-
PEG-NHS, Fmoc-PEG-NHS, NHS-PEG-vinilsulfona (NHS-PEG-VS),
ou NHS-PEG- MAL), acrilatos de PEG (ACRL-PEG-NHS), PEG-
fosfolipideos (por exemplo, mPEG-DSPE), PEGs de multiplos bracos
da série SUNBRITE™ imcluindo PEGs baseados em glicerina ativa-
dos por uma quimica escolhida por aqueles versados na Técnica,
quaisquer PEGs ativados SUNBRITE (imcluindo, mas nao limitadas a
carboxil-PEGs, p-NP-PEGs, Tresil-PEGs, aldeidos de PEGs, acetal-
PEGs, amino- PEGs, tiol-PEGs, maleimido-PEGs, hidroxil-PEG-amina,
amino-PEG-COOK, hidroxil-PEG- aldeido, anidrido carboxilico do tipo-
PEG, PEG-fosfolipideo funcionalizado e outros PEGs similares e/ou
reativos adequados.

[00272] Em algumas modalidades, a unidade de PEG compreende
pelo menos 6 subunidades, pelo menos 7 subunidades, pelo menos 8
subunidades, pelo menos 9 subunidades, pelo menos 10 subunidades,

pelo menos 11 subunidades, pelo menos 12 subunidades, pelo menos
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13 subunidades, pelo menos 13 subunidades, pelo menos 14 subuni-
dades, pelo menos 15 subunidades, pelo menos 16 subunidades, pelo
menos 17 subunidades, pelo menos 18 subunidades, pelo menos 19
subunidades, pelo menos 20 subunidades, pelo menos 21 subunida-
des, pelo menos 22 subunidades, pelo menos 23 subunidades ou pelo
menos 24 subunidades. Em algumas dessas modalidades, a unidade
de PEG compreende ndo mais do que cerca de 72 subunidades.
[00273] Em algumas modalidades, a unidade PEG compreende
pelo menos 6 subunidades, pelo menos 7 subunidades, pelo menos 8
subunidades, pelo menos 9 subunidades, pelo menos 10 subunidades,
pelo menos 11 subunidades, pelo menos 12 subunidades, pelo menos
13 subunidades, pelo menos 14 subunidades, pelo menos 15 subuni-
dades, pelo menos 16 subunidades, pelo menos 17 subunidades, pelo
menos 18 subunidades, pelo menos 19 subunidades ou pelo menos
20 subunidades.

[00274] Em algumas modalidades, a unidade PEG compreende pe-
lo menos 6 subunidades, pelo menos 7 subunidades, pelo menos 8
subunidades, pelo menos 9 subunidades, pelo menos 10 subunidades,
pelo menos 11 subunidades, pelo menos 12 subunidades, pelo menos
13 subunidades, pelo menos 14 subunidades, pelo menos 15 subuni-
dades, pelo menos 16 subunidades, pelo menos 17 subunidades ou
pelo menos 18 subunidades.

[00275] Em algumas modalidades, a unidade de PEG compreende
pelo menos 6 subunidades, pelo menos 7 subunidades, pelo menos 8
subunidades, pelo menos 9 subunidades, pelo menos 10 subunidades,
pelo menos 11 subunidades ou pelo menos 12 subunidades.

[00276] Em algumas modalidades, a unidade PEG compreende pe-
lo menos 8 subunidades, pelo menos 9 subunidades, pelo menos 10
subunidades, pelo menos 11 subunidades ou pelo menos 12 subuni-
dades.
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[00277] Em algumas modalidades, a unidade PEG compreende pe-
lo menos 6 subunidades, pelo menos 7 subunidades ou pelo menos 8
subunidades.

[00278] Em algumas modalidades, uma unidade PEG linear é:

_E_ Y77 (CH,CH0)go— Y72 —%‘Y71_(CH20H20)d10’Y73_(CH2CH20)d1o—Y72

(ii) :

(i)
ou

_g_Yﬂ_(C HC Hzo)d1o‘<Y73_(C H,C HZO)d1(>Y72
(iii) dn,

em que:

g indica o sitio de acoplamento ao ligante M* (por exemplo,
a um aminoacido no ligante MA»

Y71 € uma unidade de acoplamento de PEG;

Y72 € uma unidade de cobertura de PEG;

Y73 € uma unidade de acoplamento de PEG (isto é, para o
acoplamento de multiplas cadeias de subunidade de PEG);

do € um numero inteiro entre 2 a 72;

cada d1o é independentemente um numero inteiro entre 1 a
72; e

d11 € um numero inteiroentre 2 a 5
[00279] Em algumas modalidades, dg € um numero inteiro entre 2 a
24. Em algumas modalidades, do € um numero inteiro entre 4 a 24. Em
algumas modalidades, dg € um numero inteiro entre 6 a 24, entre 8 a
24, entre 10 a 24 ou entre 12 a 24.
[00280] Em algumas modalidades, existem pelo menos 6 subunida-
des PEG na unidade PEG. Em algumas modalidades, existem pelo
menos 8 subunidades PEG na unidade PEG. Em algumas modalida-
des, existem pelo menos 10 subunidades PEG na unidade PEG. Em
algumas modalidades, existem pelo menos 12 subunidades PEG na
unidade PEG.
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[00281] Em algumas modalidades, dg € 8 ou cerca de 8, 12 ou cer-
ca de 12, 24 ou cerca de 24.

[00282] Em algumas modalidades, cada Y72 € independentemente -
C1-10 alquila, -C2-10 alquila-CO2H, -Co2.10 alquila-OH, -Co2.10 alquila-NH>, -
C2-10 alquila-NH(C1.3 alquila), ou C2-10 alquila-N(C1-3 alquila)z.

[00283] Em algumas modalidades, Y72 € -C+.10 alquila, -C2-10 alquila-
CO2H, -C2-10 alquila-OH, ou —C2-1¢ alquila-NHa.

[00284] Em algumas modalidades, a unidade de acoplamento de
PEG é parte da unidade de PEG e o material ndo PEG que atua para
conectar duas ou mais cadeias de subunidades de repeticdo
CH2CH20- subunits. Em algumas modalidades, a unidade de acopla-
mento de PEG Y73 é —C2.10 alquila-C(O)-NH-, -Coz.10 alquila-NH-C(O)-, -
C2-10 alquila-NH-, -C».10 alquila-C(O)-, -C2-10 alquila-O-, ou —C»-1¢ alqui-
la-S-.

[00285] Em algumas modalidades, cada Y73 € independentemente -
C1-10 alquila-C(O)-NH-, - C1.10 alquila-NH-C(O)-, -C2-10 alquila-NH-, - C».
10 alquila-O- , -C1.10 alquila-S-, ou - C1.10 alquila-NH-.

[00286] Em algumas modalidades, a unidade de acoplamento de
PEG faz parte da unidade de PEG e atua para ligar a unidade de PEG
ao ligante M* (por exemplo, a um aminodacido no ligante M*). Em al-
gumas modalidades, o aminoacido tem um grupo funcional que forma
uma ligagdo com a Unidade de PEG. Em algumas modalidades, os
grupos funcionais para ligagdo da unidade PEG ao aminoacido inclu-
em grupos sulfidrila para formar ligagdes de dissulfeto ou ligacdes tioé-
ter, grupos aldeido, cetona ou hidrazina para formar ligagdes hidrazo-
na, hidroxilamina para formar ligagdes oxima, grupos carboxilicos ou
amino para formar ligacdes peptidicas, grupos carboxilicos ou hidroxi
para formar liga¢des éster, acidos sulfénicos para formar liga¢des sul-
fonamida, alcoois para formar ligagdes carbamato e aminas para for-

mar ligagdes sulfonamida ou ligagcdes carbamato ou ligagdes amida.
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Em algumas modalidades, a unidade de PEG pode ser ligada ao ami-
noacido, por exemplo, através de uma ligacdo de dissulfeto, tioéter,
hidrazona, oxima, peptideo, éster, sulfonamida, carbamato ou amida.
Em algumas modalidades, a reag¢ao para anexar a unidade PEG pode
ser uma reacao de cicloadi¢do, adi¢ao, adigao/eliminacéo ou substitui-
¢ao, ou uma combinacdo das mesmas, quando aplicavel.

[00287] Exemplos de unidades PEG lineares incluem:

H H
(. ) _E_N_(CH2CH20)d9_CH20HZCOOH . ) _§_N_(CH20H20)d9_CH3
| ;U ;

o
|

_é_ C—(CH2CH20)q9—CH3

(iii) ; (iv)

—%—H—‘(CH2CH20)d9*CH2CH2C(O)-NH-(CHZCHZO)-CHZCHZCOOH V)
; e \'

—%—H-—(CHQCHZO)dg—CHZCH2—NH-(CHQCHZO)-CHZCHQCOOH

em que é indica o sitio de acoplamento ao Ligante multifuncional ou
ligante M” (por exemplo, a uma aminoacido do ligante M*) e cada dg é
independentemente um numero inteiro entre 4 a 24,6 a24,8a4,10a
24,12 a 24,14 a24 ou 16 a 24.

[00288] Em algumas modalidades, d9 é cerca de 8, cerca de 12 ou
cerca de 24. Em algumas modalidades, d9 é cerca de 8.

[00289] Em algumas modalidades, a unidade de PEG tem de cerca
de 300 Da a cerca de 5 kDa; de cerca de 300 Da a cerca de 4 kDa; de
cerca de 300 Da a cerca de 3 kDa; de cerca de 300 Da a cerca de 2
kDa; ou de cerca de 300 Da a cerca de 1 kDa. Em algumas modalida-
des, a unidade de PEG tem pelo menos 6 subunidades ou pelo menos
8, 10 ou 12 subunidades. Em algumas modalidades, a unidade PEG
tem pelo menos 6 subunidades ou pelo menos 8, 10 ou 12 subunida-
des, mas nao mais que 24 subunidades.

[00290] Em algumas modalidades, polietileno glicois adequados

podem ter um grupo hidroxi livre em cada extremidade da molécula de
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polimero, ou podem ter um grupo hidroxi eterificado com um grupo al-
quila inferior, por exemplo, um grupo metila. Em algumas modalidades,
polietileno glicéis adequados s&o derivados de polietileno glicdis com
grupos carboxi esterificaveis. Em algumas modalidades, os polietile-
noglicois estdo comercialmente disponiveis sob o nome comercial
PEG, geralmente como misturas de polimeros caracterizados por um
peso molecular médio. Em algumas modalidades, polietileno glicois
possuem um peso molecular médio de cerca de 300 a cerca de 5.000.
Em algumas modalidades, polietileno glicéis possuem um peso mole-
cular médio de cerca de 600 a cerca de 1.000.

[00291] Em algumas modalidades, exemplos de grupos hidrofilicos
que sao adequados para os conjugados, arcabougos e métodos divul-
gados aqui podem ser encontrados em, por exemplo, US 8.367.065
coluna 13; US 8524696 coluna 6; WO2015/057699 e WO
2014/062697, cujos conteudos estdo aqui incorporados por referéncia
em sua totalidade.

Porgéo de Farmaco Agonista de STING (Variavel D)

[00292] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING (D) € um composto da Formula (A):

R14
\ 19
O Z1\Y/R
1
e
—_— —/\1
R = N)—N >N1 “R15
Xe RC1
\
RCZ
5 N | 18
R5_r/ l —N ZZ\YZ/R
S % K@)
O >N2/ 2R17
R16 (A)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautdmero, em que:

Y1, Yo, Z1 € Z> sao cada um independentemente O, S, C ou
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X1, X2, W1 e W2 sdo cada um independentemente C ou N;

X3 e X4 s80 cada um independentemente S ou NR;

X5 € N ou CR*?;

Xs € N ou CRAT;

R® e R® sdo cada um independentemente -CON(RY)(R), -
CH2N(RY)(R"), -N(RY)(R"), -N(R¥)CO(R), -CH2N(RY)CO(R) ou um de R3?
e R® é -CON(RY)(R), -CH:N(RY)(R", -N(RY)(Rf), -N(RY)CO(R") ou -
CH2N(RYCO(RY), e o outro de R® e R% é H, -COOH, ou -CO2(R°);

R° é C1.4 alquila;

RA?2 e RA" s30 cada um independentemente H, halogénio,
hidroxi, amino, amino(C1-4 alquila)-, (C1.6 alquila) opcionalmente substi-
tuida, ou (C1-6 alquila)oxi- opcionalmente substituida, em que a Ci.6 al-
quila da referida (C1.6 alquila) opcionalmente substituida ou (C1-6 alqui-
la)oxi- opcionalmente substituida é opcionalmente substituida com 1-4
substituintes cada um independentemente selecionado do grupo que
compreende hidroxila, C1.4 alcoxila, -N(R®)(Rf), -CO2(R"), -CON(R®)(RY),
e-COOH;

cada R é independentemente H, hidroxila, ou C1.4 alquila;

R® é selecionado entre H, (C1.4 alquila), -CO(C14 alquila), -
OCO(C1-4 alquila), e -CO2(C1-4 alquila);

cada R’ é independentemente H, hydroxy, ou (C14 alquila);

R e R®? sd0 cada um independentemente ausente ou Ci.4
alquila, em que C1.4 alquila é opcionalmente substituida por um substi-
tuinte selecionado entre halogénio, -OR¢, -NR°RY, -CO2R¢, -CONR°RY,
-SO2NR°RY, e -OCONRC°R;

R'® e R®" sdo cada um independentemente ausente, H ou
C14 alquila; e

R™, R", R, or R'" sdo cada um independentemente au-

sente, H, ou C+4 alquila, em que C14 alquila opcionalmente substituida
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por um substituinte selecionado entre halogénio, -OR®, -NR°RY, -
CO2R¢, -CONRCRY, -SO2NR°R¢, e -OCONR°RY;
em que: (i) pelo menos um de R*? e RA" esta presente e em
que pelo menos um de R*? e RA' esta conectado a LP através de pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
RC? e R®! esta presente e em que pelo menos um de R®? e R®' esta
conectado a LP través de pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou
RC.
[00293] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Férmula (Aa):
R14
1

N X3 ®)|(1
R | N)_N >/V1 “R15

R19

N RC1
\
RCZ
Xs__N | 18
7 R
RO l =N_ Zxyj
X4 )I(
O )/\/2/ 2,R17
R16
(A-a)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Y1, Y2, Z1, Z2, X1, X2, W1, W2, X3, X4, R®, R%, R¢, RY, R®, R,
R, R®2 R'6, R®" R'", R', R'® e R'" s&o como definidos na Formula
(A);

Xs € CR*%; e

RA2 é halogénio, hidroxila, (Cis alquila) opcionalmente
substituida, (C1.s alquila)éxi- opcionalmente substituido, (C16 alquila)
amino opcionalmente substituido, (C1-6 alquila)(C1-4 alquila)amino-, em

que a C1 alquila da referida (C1.6 alquila) opcionalmente substituida
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ou (C1.6 alquila)oxi- opcionalmente substituida € opcionalmente substi-
tuida com 1-4 substituintes cada um independentemente selecionado
do grupo que compreende hidroxila, C1-4 alcoxila, -N(R®)(R"), -CO2(R"),
-CON(R®)(R), e -COOH:

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?%; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®" esta conectado a LP através de
pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00294] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-b):

R14
R19
21\Y1

Sanes

\

RCZ
X | 18
>——N Zo~v? R
<@y

o Wy /X, 17
R1® (A-b)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautdmero, em que

Y4, Yo, Z1, Z2, X1, X2, W1, W2, Xa, Xs, X6, R3, R®, R¢, RA?2, RAM,
RY, R®, R, R™, R®2 R'6, R R' R' R'™ e R' sdo como definidos na
Férmula (A);

em que a: (i) pelo menos um de R*? and R”'! esta presente,
and em que a pelo menos um de R”? and R*' esta conectado a LP via
pelo menos um grupo funcional de R*? e/ou RA"; or (ii) pelo menos um
de R®? and RC" esta presente, and em que a pelo menos um de R®?
and R®' esta conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de
R¢2 e/ou R®.
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[00295] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Férmula (A-c)

R14
@) \Z1\Y1/R19
oL l XS}:N V@JQ
~ N 1 R15

Xe RC1
\
RC2
X5 __N | 18
R5 ~ l —N ZZ\Y/R
A X 2
4 X
O Wy %R
R/16
(A-c)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Y2, Z2, X2, Wa, X3, Xa, Xs, X6, R3, R, R®, R, RAM RY, R, R,
R, R®2 R'6, R®" R'", R', R'® e R'" s&o como definidos na Formula
(A);

em que um de W1, X1, Y1, e Z1 € N e o W4, X4, Y1, e Z1 adi-
cionais sdo O, S, ou C;

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
R®? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00296] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-d):
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(A-d)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Y4, Y2, Z1, Z2, X1, X2, W1, W2, X3, R3, R%, R°, RY, R¢, R, R4,
RA?2, R®? R'6, RC1, R™®, R", R'8, e R"® sd0 como definidos na Férmula
(A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?; or (ii) pelo menos um de R®? e R®! esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00297] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de

STING é um composto da Formula (A-e):
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R14
\ 19
R
(@) Z1\Y1/
O X
R | )=N Wi~ 1\R15
Xs N /
RC1
\
RC2
N.__N | 18
-z R
L
0 ),\/{Xz,R17
R16 (A_e)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Y1, Yo, Z1, Z2, X1, X2, X3,W1, W2, RA, R3, R®, R¢, R¢, R¢, R,
R R®2 R'6, R®! R'", R', R'® e R'" s&o como definidos na Formula
(A);

Xe € CRA; e

em que a: (i) RA! esta conectado a LP através de um grupo
funcional de RA"; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00298] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f):

o o R19
_ X3 \l(
€ Lo

N N

Xe

RC
\
RC2
Xs__N | 18
2 R
RS - l —N Zz\yz/
X4 )I(
(@] )Nz/ 2,R17
R'6 (A-f)
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ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, X3, X4, X5, Xs, Wa, Y2, Z2 R3, R®, R®, R??, RA' RY, R¢, R,
R'6 R' R'" R, R®, e R®' sdo como definidos na Formula (A), e

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA' esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA"; ou (ii) pelo menos um de
RC? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00299] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f1):

o o R19
_ X3 \l(
€ L

N N

N RC
\
RC2
_Xs__N | RS
RS l —N Zz\yz/

X @)'(

(@] )Nz/ 2,R17

R'6 (A-f1)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, X3, Xa, W2, Y2, Z2, R%, R%, R°, RY, R¢, Rf, R'®, R*?, R"7,
R R, R® e R® sdo como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?; or (ii) pelo menos um de R®? e R®! esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00300] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f2):
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o o R19
S |
Rl | =N NN
N\
Xs RC1
\
RC2
_Xs N>— é 18
RS —N 2-v5
X X4 2
c wy X2~R17
R/16
(A-f2)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, X4, X5, X6, Wa, Y2, Z2 R3, R%, R¢, R??, RA, RY, Re, R®!,
R®? R'6, R R'8 R'® e Rfsdo como definidos na Férmula (A);

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
R®? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00301] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f3):

R'® (A-f3)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
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tautbmero, em que

Xz, Xa, W2, Y2, Z2, R3, R%, R°, RY, R®, R, R'6, R*2, R®?, R'6,
R R R, e R’ sdo como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?; or (ii) pelo menos um de R®? e R®! esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00302] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f4):

o o R19
P g
L Lo )

N N

N RC
\
RC2
_Xs__N | R18
RS l >:N Zz\Yz/

NS X4 )I(

O )/\/2/ 2,R17

R'® (A-f4)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, Xa, W2, Y2, Z2, R3, R%, R°, RY, R®, R, R'6, R*2, R®2, R'6,
R R R, e R’ sdo como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?; or (ii) pelo menos um de R®? e R®! esta presente, e
em que a pelo menos um de R® e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00303] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-f5):
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N RC
\
RC2
Xs__N | 18
7 R
RS l >:N Zz\Yz/
S ¥o
o  wy X2~R17
R/16
(A-f5)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X2, VV2, Y2, ZZ, RS’ RS’ RC, Rd’ Re’ Rf’ R16’ RAZ’ RCZ’ R16’ R17’
R R', e R®" sdo como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?; or (ii) pelo menos um de R®? e R®! esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00304] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-g):

19
N Xs |
€ Lo

RC1
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ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X3, X4’ X5, X6, RS’ RS’ RC, RAZ’ RA1’ RCZ’ R17’ R18’ R19’ Rd’ Re’
Rf, R', e R®" sdo como definidos na Formula (A);

Y2 e Z> sao cada um independentemente O, S, C or N;

X2 e W2 sdo cada um independentemente C or N;

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; or (ii) pelo menos um de
RC? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00305] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de

STING é um composto da Formula (A-g1):

19
% X3 |
€ L
RC

\

RC2
Xs__N | 18
z R
RO+ | X>=N N
4

<@

o) ),\/{Xz,R17
R (A-g1)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X2, W2, Y2, Z2, X3, Xa, X5, R3, R®, R¢, RY, R®, Rf, R??, R®?,
R R R'", R' e R® sdo como definidos na Férmula (A);

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?%; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".

[00306] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
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STING é um composto da Formula (A-g2):

19
= S \ |
3 — N
€ Lo )
Xs N
RC
\
RC2
_Xs__N é 18
RS —N 2-v5
X X4 2
®) W{X2~R17
R/16
(A-g2)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, Xa, Xs, Xs, Wa, Y2, Z2, R%, R5, R, RA?2, RA' R R' RS,
R™ RY Re, Rf, R'8 e R®" sdo como definidos na Formula (A);

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA' esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
R®? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00307] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-g3):

gt

\
y Tcz
A5 _-N R18
RS l =N Za~y?
D O
O )/\/2/ 2,R17
16
R (A-g3)
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ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X2, X4’ VV2, Y2, ZZ, R3’ RS’ RC, RAZ’ RCZ’ R17’ R18’ R19’ R16’ e
R®! s30 como definidos na Férmula (A)

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?%; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®"; e

opcionalmente, em que a R”? esta conectado a LP através
de um grupo funcional de R*?,
[00308] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-g4):

{ji\>—NH \(

N RC1
\
RC2
X >—N éz\ R1 8
(@] >N2/X2 R17
R1® (A-g4)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Xz, X4, W2, Y2, Z2 R3, R%, R, RY, Re, R, R, R®? R' RS,
R™, R'6, e R®" sdo como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) R"? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?%; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo

menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
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[00309] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-g5):

3 A\ N
RO I D—NH
N N
RC
\
RC2
Xs__N | 18
7 R
RS - l S>_—_—N Zz\Tz/
o) yV{X2~R17
16
R (A-g95)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X2, VV2, Y2, ZZ, RS’ RS’ RC, Rd’ Re’ Rf’ RAZ’ RCZ’ R17’ R18’ R19’
R'6, e R®" sd0 como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) RA? esta conectado a LP através de um grupo
funcional de R*?%; ou (ii) pelo menos um de R®? e R esta presente, e
em que a pelo menos um de R®? e R®! esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00310] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Férmula (A-h):
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N o R®
ROt | x4_N}/-—§\/\I(
R1® (A-h)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X1, W1, Y1, Z1, X3, Xa, Xs, X6, R3, R, R®, R*?, RAM RY, R, R,
R™ R, R" R R' e R® sdo como definidos na Formula (A);

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
RC? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00311] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-h1):
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ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X1, X3, W1, Y1, Z1, Xs, X6, R3, R5, R¢, RA%2, RA' RY, Re, R,
R™ RS, R" R R' e R® sdo como definidos na Formula (A);

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA"; ou (ii) pelo menos um de
RC? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00312] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de
STING é um composto da Formula (A-h2):

T14
o Z1\Y/R19
1
N X3 ; <@)|(
R | )=N \//V1 1~R15
N N RC1

\

Xs__N R'8
4 N

R'® (A-h2)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

X1, X3, W1, Y1, Z1, R3, RS, R¢, RY, Re, Rf, R*?, R4, RS, R'8,
R™, R'6, e R®" sd0 como definidos na Formula (A);

X5 é CR*?; e

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
RC? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta

conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
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[00313] Em algumas modalidades, a porcao de farmaco agonista de

STING (D) € um composto de Férmula (A), em que o composto tem a

Formula (A-i):
R14
\ 19
R
0 Z\Y(
HN™ Y7 % X
| N)—N Wy ™ p1s
X RCT
\
RC2
/)(5I N é R18
—N ~
Y
H,N XX H |
~X
o 0 \/N2 2R17
R16 (A-i)

ou seu pro-farmaco, solvato, sal farmaceuticamente aceitavel ou
tautbmero, em que

Y4, Yo, Z1, Z2, X1, X2, X3, Xe, W1, W2, RA, R?? R¢, RY, R®, R,
R, R®2 R'6, R®! R'", R', R'® e R'" s&o como definidos na Formula
(A); e

em que a: (i) pelo menos um de R*? e RA! esta presente, e
em que a pelo menos um de R*? e R*' esta conectado a LP via pelo
menos um grupo funcional de R*? e/ou RA'; ou (ii) pelo menos um de
R®? e R®" esta presente, e em que a pelo menos um de R®? e R®! esta
conectado a LP via pelo menos um grupo funcional de R®? e/ou R®".
[00314] Em algumas modalidades, cada por¢ao de farmaco agonis-
ta de STING (D) € independentemente:
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em que:

R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e
representa acoplamento a LP.
[00315] Em algumas modalidades, cada porg¢ao de farmaco agonis-
ta de STING (D) é independentemente:
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R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e

representa acoplamento a LP.
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[00316] Em algumas modalidades, cada por¢ao de farmaco agonis-

ta de STING (D) é independentemente:
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R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e

representa acoplamento a LP.

[00317]

ta de STING (D) é independentemente:
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em que:
R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e
representa acoplamento a LP.
[00318] Em algumas modalidades, cada por¢ao de farmaco agonis-

ta de STING (D) é independentemente:
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em que:

R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e
representa acoplamento a LP.
[00319] Em algumas modalidades, cada por¢ao de farmaco agonis-
ta de STING (D) é independentemente:
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em que:

R2 esta ausente, -O- ou -NR*-; R* € H ou C4 alquila; e
representa acoplamento a LP.
Molécula de Reconhecimento Baseada em Proteina (PBRM)
[00320] Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento
baseada em proteina direciona os conjugados para tecidos, células ou
locais especificos em uma célula. Em algumas modalidades, a molé-
cula de reconhecimento baseada em proteina pode direcionar o conju-
gado em cultura ou em um organismo inteiro, ou ambos. Em cada ca-
so, a molécula de reconhecimento baseada em proteina pode ter um
ligante que esta presente na superficie celular das células alvo as
quais se liga com uma especificidade, afinidade e avidez eficazes. Em
algumas modalidades, a molécula de reconhecimento baseada em
proteina direciona o conjugado para outros tecidos além do figado. Em
algumas modalidades, a molécula de reconhecimento baseada em
proteina direciona o conjugado para um tecido especifico, tal como
figado, rim, pulm&o ou péancreas. A molécula de reconhecimento ba-
seada em proteina pode direcionar o conjugado para uma célula alvo,
tal como uma célula cancerosa, como um receptor expresso em uma
célula, como uma célula de cancer, um tecido de matriz ou uma prote-
ina associada ao cancer, tal como um antigeno tumoral. Alternativa-
mente, as células que compreendem a vasculatura tumoral podem ser
atingidas. As moléculas de reconhecimento baseadas em proteinas

podem direcionar o conjugado para tipos especificos de células, tal
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como direcionamento especifico para hepatécitos no figado, em oposi-
cao as células de Kupffer. Em algumas modalidades, as moléculas de
reconhecimento baseadas em proteinas podem direcionar o conjugado
para células do sistema endotelial ou linfatico reticular, ou para células
fagocitarias profissionais, tais como macréfagos ou eosindfilos. Em
algumas modalidades, o proprio conjugado também pode ser um sis-
tema de liberacéo eficaz, sem a necessidade de direcionamento espe-
cifico.

[00321] Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento
baseada em proteina pode direcionar o conjugado para um local den-
tro da célula, tal como o nucleo, o citoplasma ou o endossomo, por
exemplo. Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento a
base de proteina pode intensificar a ligagao celular aos receptores ou
o transporte citoplasmatico para o nucleo e a entrada ou liberagédo nu-
clear a partir dos endossomos ou outras vesiculas intracelulares.
[00322] Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento
baseada em proteina € um anticorpo, um fragmento de anticorpo, uma
proteina, um peptideo ou um peptideomimético.

[00323] Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento
baseada em proteina € um anticorpo. Em algumas modalidades, a mo-
lécula de reconhecimento baseada em proteina € um fragmento de
anticorpo. Em algumas modalidades, a molécula de reconhecimento
baseada em proteina € uma proteina. Em algumas modalidades, a
molécula de reconhecimento baseada em proteina € um peptideo. Em
algumas modalidades, a molécula de reconhecimento baseada em
proteina € um peptideomimético.

[00324] Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo € um anticorpo ou fragmento de anticorpo em que um ou mais
aminoacidos do anticorpo parental correspondente ou fragmento de

anticorpo (por exemplo, o anticorpo ou fragmento de anticorpo do tipo
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selvagem correspondente) sdo substituidos por cisteinas (por exem-
plo, cisteina manipulada). Em algumas modalidades, o anticorpo pa-
rental ou fragmento de anticorpo pode ser do tipo selvagem ou muta-
do.

[00325] Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo pode ser um anticorpo ou fragmento de anticorpo mutado. Em
algumas modalidades, um anticorpo monoclonal conhecido na técnica
€ manipulado para formar o anticorpo. Em algumas modalidades, um
fragmento de anticorpo (por exemplo, um fragmento Fab de anticorpo)
conhecido na técnica é manipulado para formar o fragmento de anti-
corpo (por exemplo, um fragmento de anticorpo Fab manipulado por
cisteina). Em algumas modalidades, uma mutagdo de sitio unico de
um Fab fornece um unico residuo em um Fab, enquanto uma mutacéo
de sitio Unico em um anticorpo produz dois aminoacidos no anticorpo
resultante devido a natureza dimérica do anticorpo 1gG.

[00326] Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de an-
ticorpo retém a capacidade de ligacdo ao antigeno de seu anticorpo ou
fragmento de anticorpo do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, o anticorpo ou fragmento de anticorpo € capaz de se li-
gar a um ou mais antigenos para seu anticorpo ou fragmento de anti-
corpo do tipo selvagem correspondente.

[00327] Em algumas modalidades, anticorpos exemplificadores ou
anticorpos derivados de Fab, Fab2, scFv ou fragmentos da cadeia pe-
sada de anticorpo de camelo especificos para marcadores da superfi-
cie celular incluem, mas ndo estdo limitados a 5T4, AOC3, ALK, AXL,
B7-H4, C242, C4.4a, CA-125, CCL11, CCR 5, CD2, CD3, CD4, CD5,
CD15, CA15-3, CD18, CD19, CA19-9, CDH6, CD20, CD22, CD23,
CD25, CD28, CD30, CD31, CD33, CD37, CD38, CD40, CD41, CD44,
CD44 v6, CD51, CD52, CD54, CD56, CD62E, CD62P, CD62L, CD70,
CD74, CD79-B, CD80, CD125, CD103, CD138, CD141, CD147,
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CD152, CD 154, CD326, CEA, CEACAM-5, fator de aglomeracéo,
Clec9A, CSFR1, CTLA-4, CXCR2, DEC205, EGFR (HER1), ErbB1,
ErbB2, ErbB3, EpCAM, EPHA2, EPHB2, EPHB4, FAP, FGFR (i.e.
FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4), FLT3, fibronectina-EDB, receptor
de folato, GD2, GD3, GPNMB, GCC (GUCY2C), HGF, HER2, HERS,
HMI.24, ICAM, ICOS-L, receptor de IGF-1, VEGFR1, EphA2, TRPV1,
CFTR, gpNMB, CA9, Cripto, c-KIT, c-MET, ACE, APP, receptor-beta2
adrenérgico, Claudine 3, LIV1, LY6E, Mesotelina, MUC1, MUC13,
NaPi2b, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, RON, ROR1, PD-
L1, PD-L2, PTK7, B7-H3, B7-B4, receptor de IL-2, receptor de IL-4,
receptor de IL-13, TROP-2, frizzled-7, integrinas (incluindo as, a.f3, a
vBs, ovPBs, a1Bs, aaP1, a7, asPB1, asPa, QubPs integrinas), IFN-a, IFN-y,
IgE, IgE, receptor de IGF-1, IL-1, IL-12, IL-23, IL-13, IL-22, IL-4, IL-5,
IL-6, receptor de interferon , ITGB2 (CD18), LFA-1 (CD11a), CD11b, L-
selectina (CD62L), mucina, miostatina, NCA-90, NGF, PDGFRa, fosfa-
tidilserina, célula de carcinoma prostatico, Pseudomonas aeruginosa,
raiva, RANKL, virus sincicial respiratorio, fator Rhesus, SLAMF7, es-
fingosina-1-fosfato, TAG-72, receptor de célula T, tenascina C, TGF-1,
TGF- B 2, TGF-B, TNF-a, TRAIL-R1, TRAIL-R2, antigeno tumoral
CTAA16.88, VEGF-A, VEGFR2, vimentina, e semelhantes.

[00328] Em algumas modalidades, os anticorpos ou anticorpos de-
rivados de Fab, Fab2, scFv ou fragmentos da cadeia pesada de anti-
corpo de camelo especificos para marcadores da superficie celular
incluem, CA-125, C242, CD3, CD11b, CD19, CD22, CD25, CD30,
CD31, CD33, CD37, CD40, CD44, CD51, CD54, CD56, CDG62E,
CD62P, CD62L, CD70, CD103, CD138, CD141, CD326, CEA, Clec9A,
CSFR1, CTLA-4, DEC205, EGFR (HER1), ErbB2, ErbB3, FAP, fibro-
nectina-EDB, receptor de folato, receptor de IGF-1, GD3, GPNMB,
HGF, HER2, VEGF-A, VEGFR2, VEGFR1, EphA2, EpCAM, 5T4,
PTK7, TAG-72, tenascina C, TRPV1, CFTR, gpNMB, CA9, Cripto,
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ACE, APP, PDGFR aq, fosfatidilserina, célula de carcinoma prostatico,
receptor-beta 2 adrenérgico, Claudine 3, mucina, MUC1, NaPi2b,
B7H3, B7H4, C4.4a, CEACAM-5, MUC13, TROP-2, frizzled-7, Mesote-
lina, receptor de IL-2, receptor de IL-4, receptor de IL-13 e integrinas
(incluindoavBs, avPs avPBe a1PB4, asP1,asB1, as P4 integrinas),
tenascina C, TRAIL-R2, e vimentina.

[00329] Em algumas modalidades, os anticorpos s&o direcionados
para marcadores de superficie celular para 5T4, CA-125, CEA, CDH6,
CD3, CD11b, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD40, CD44, CD51,
CD-103, CTLA-4, CEACAM5, Clec9A, CSFR1, DEC205, EpCAM,
HER2, EGFR (HER1), FAP, fibronectina-EDB, receptor de folato, GCC
(GUCY2C), HGF, integrina aBs, integrina asB1, receptor de IGF-1,
GD3, GPNMB, mucina, LIV1, LY6E, mesotelina, MUC1, MUC13,
NaPi2b, PTK7, fosfatidilserina, célula de carcinoma prostatico, PDGFR
a, TAG-72, tenascina C, TRAIL-R2, VEGF-A eVEGFR2. Nessa moda-
lidade, os anticorpos incluem, mas n&o estao limitados a abagovomab,
adecatumumab, alacizumab, altumomab, anatumomab, arcitumomab,
bavituximab, bevacizumab (AVASTIN®), bivatuzumab, blinatumomab,
brentuximab, cantuzumab, catumaxomab, capromab, cetuximab, cita-
tuzumab, clivatuzumab, conatumumab, dacetuzumab, edrecolomab,
epratuzumab, ertumaxomab, etaracizumab, farletuzumab, figitumu-
mab, gemtuzumab, glembatumumab, ibritumomab, igovomab, intetu-
mumab, inotuzumab, labetuzumab, lexatumumab, lintuzumab, lucatu-
mumab, matuzumab, mitumomab, naptumomab estafenatox, necitu-
mumab, oportuzumab, oregovomab, panitumumab, pemtumomab, per-
tuzumab, pritumumab, Rituximabe (RITUXAN®), rilotumumab, robatu-
mumab, satumomab, sibrotuzumab, taplitumomab, tenatumomab, te-
natumomab, ticilimumab (tremelimumab), tigatuzumab, Trastuzumabe
(HERCEPTIN®), tositumomab, tremelimumab, tucotuzumab celmoleu-

kin, volociximab, e zalutumumab.
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[00330] Em algumas modalidades, os anticorpos direcionados para
marcadores da superficie celular para HER2 sao pertuzumab ou Tras-
tuzumabe e para EGFR (HER1) o anticorpo € cetuximab ou panitu-
mumab; e para CD20 o anticorpo € Rituximabe e para VEGF-A é be-
vacizumab e para CD-22 o anticorpo € epratuzumab ou veltuzumab e
para CEA o anticorpo é Labetuzumab.

[00331] Peptideos exemplificadores ou peptideomiméticos incluem
peptideos direcionados a integrina (peptideos RGD), peptideos direci-
onados ao receptor de LHRH, peptideos direcionados ao receptor de
ErbB2 (HER2), peptideos direcionados ao antigeno ligado a membra-
na especifico para a prostata (PSMA), peptideos direcionados ao re-
ceptor de lipoproteina LRP1, peptideos derivados da proteina ApoE ,
peptideos de proteina ApoA, peptideos direcionados ao receptor de
somatostatina, peptideos derivados de clorotoxina e bombesina.
[00332] Em algumas modalidades, os peptideos ou peptideomimeé-
ticos sdo peptideos direcionados ao receptor de LHRH e peptideos
direcionados ao receptor ErbB2 (HER2).

[00333] Proteinas exemplificadoras compreendem insulina, transfer-
rina, fragmento de fibrinogénio-gama, trombospondina, claudina, apo-
lipoproteina E, moléculas de Affibody tais como, por exemplo, ABY-
025, proteinas de repeticdo de Anquirina, proteinas de repeticdo se-
melhantes a anquirina e peptideos sintéticos.

[00334] Em algumas modalidades, os conjugados de proteina-
farmaco compreendem citotoxinas de amplo espectro em combinagao
com marcadores de superficie celular para HERZ2, tais como, por
exemplo, pertuzumab ou trastuzumab; para EGFR tal como cetuximab
e panitumumab; para CEA como labetuzumab; para CD20 tal como
rituximab; para VEGF-A tal como bevacizumab; ou para CD-22 como
epratuzumab ou veltuzumab.

[00335] Em algumas modalidades, os conjugados de proteina-
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farmaco ou conjugados de proteina usados na descricdo compreen-
dem combinag¢des de duas ou mais moléculas de reconhecimento ba-
seadas em proteinas, tal como, por exemplo, combinacado de anticor-
pos biespecificos direcionados ao receptor de EGF (EGFR) em células
tumorais e para CD3 e CD28 em células T; combinacdo de anticorpos
ou anticorpos derivados de Fab, Fab2, scFv ou fragmentos de cadeia
pesada de anticorpo de camelo e peptideos ou peptideomiméticos;
combinagao de anticorpos ou anticorpos derivados de Fab, Fab2, scFv
ou fragmentos de cadeia pesada de anticorpo de camelo e proteinas;
combinagao de dois anticorpos biespecificos, tais como anticorpos bi-
especificos para CD3-CD19 mais CD28-CD22.

[00336] Em algumas modalidades, os conjugados de proteina-
farmaco ou conjugados de proteina usados na descricdo compreen-
dem moléculas de reconhecimento baseadas em proteinas que sio
anticorpos contra antigenos, como, por exemplo, Trastuzumabe, Cetu-
ximab, Rituximab, Bevacizumab, Epratuzumab, Veltuzumab, Labe-
tuzumab, B7-H4, B7-H3, CD11b, CD103, CA125, CDH6, CD33,
CXCR2, CEACAMS5, Clec9A, CSFR1, DEC205, EGFR, FAP, fibronec-
tina-EDB, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, GCC (GUCY2C), HER2 ,
LIV1, LYGE, NaPi2b, c-Met, mesotelina, NOTCH1, NOTCHZ2,
NOTCH3, NOTCH4, PD-L1, PTK7, c-Kit, MUC1, MUC13 e 5T4.
[00337] Em algumas modalidades, os conjugados proteina-farmaco
ou conjugados proteina da descricdo compreendem moléculas de re-
conhecimento baseadas em proteinas que sdao CSRF1, CD11b,
DEC205, clec9A, CD103, B7H4, mesotelina, PTK7, Ly6E, FAP, fibro-
nectina-EDB, anticorpos para Her-2 ou NaPi2b.

Anticorpos para NaPi2b

[00338] Em algumas modalidades, os anticorpos para NaPi2b ade-
quados para conjugacgao se ligam a regiao extracelular de SLC34A2.

Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece anticorpos
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monoclonais direcionados para NaPi2b que reconhecem especifica-
mente NaPi2b, também conhecida como proteina de transporte de fos-
fato dependente de sédio 2B. Em algumas modalidades, os anticorpos
NaPi2b utilizados nos conjugados aqui descritos s&o capazes e uteis
na modulacdo, por exemplo, bloqueio, inibicdo, redugao, antagoniza-
¢ao, neutralizacdo ou interferéncia de outra forma com pelo menos
uma atividade biolodgica de NaPi2b. Em algumas modalidades, os anti-
corpos aqui descritos também incluem anticorpos que se ligam a
NaPi2b soluvel. Em algumas modalidades, os anticorpos NaPi2b se
ligam especificamente a um epitopo em um dominio extracelular
(ECD) dw NaPi2b humanw. Esses anticorpos s&o coletivamente referi-
dos aqui como anticorpos "NaPi2b".

[00339] Em algumas modalidades, os conjugados de anticorpo-
farmaco NaPi2b aqui fornecidos incluem anticorpos que se ligam a um
epitopo em NaPi2b com uma constante de dissociagcao de equilibrio
(Kg ou Kp) de < 1uM (por exemplo, < 100 nM; < 10 nM; e < 1 nM). Em
algumas modalidades, os anticorpos NaPi2b usados nos conjugados
de anticorpo-farmaco aqui descritos exibem uma Kd na faixa de apro-
ximadamente entre < 1 nM a cerca de 1 pM.

[00340] Em algumas modalidades, os conjugados de anticorpo-
farmaco NaPi2b fornecidos aqui podem incluir anticorpos que servem
para modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neutralizar ou inter-
ferir com a atividade funcional de NaPi2b. Em algumas modalidades,
as atividades funcionais de NaPi2b incluem, por exemplo, participar da
absorcdo transcelular de fosfato inorganico (Pi), contribuindo assim
para a manutengcdo da homeostase do fosfato no corpo. Em algumas
modalidades, os anticorpos NaPi2b inibem completamente ou parcial-
mente a atividade funcional NaPi2b modulando, bloqueando, inibindo,
reduzindo, antagonizando, neutralizando ou de outra forma interferindo

na absorcao de fosfato inorganico transcelular.
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[00341] Em algumas modalidades, os anticorpos NaPi2b sdo consi-
derados para modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neutrali-
zar, ou de outra forma interferir completamente com a atividade funci-
onal NaPi2b quando o nivel de atividade funcional de NaPi2b na pre-
senca do anticorpo para NaPi2b é diminuido em pelo menos 95%, por
exemplo, em 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% em comparagdo com o
nivel de atividade funcional de NaPi2b na auséncia de ligagdo com um
anticorpo para NaPi2b aqui descrito. Em algumas modalidades, € con-
siderado que os anticorpos para NaPi2b modulam parcialmente, blo-
queiam, inibem, reduzem, antagonizam, neutralizam ou interferem de
outra forma com a atividade funcional de NaPi2b quando o nivel de
atividade de NaPi2b na presenga do anticorpo para NaPi2b & diminui-
do em menos de 95%, por exemplo, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 50%,
60%, 75%, 80%, 85% ou 90% em comparagado com o nivel de ativida-
de de NaPi2b na auséncia de ligagdo com um NaPi2b anticorpo aqui
descrito.

[00342] Em algumas modalidades, anticorpos exemplificadores aqui
descritos incluem o anticorpo XMT-1535. Esses anticorpos mostram
especificidade para NaPi2b humano e demonstraram inibir a atividade
de NaPi2b.

[00343] O anticorpo monoclonal humano ou humanizado para
NaPi2b, XMT-1535, inclui uma cadeia pesada (HC), regiao variavel de
cadeia pesada (VH), cadeia leve (LC) e uma regido variavel de cadeia
leve (VL), conforme mostrado nas sequéncias de aminoacidos e de
acido nucleico correspondentes apresentadas na Tabela | abaixo. A
regido variavel da cadeia pesada e a regido variavel da cadeia leve
para cada anticorpo estdo sombreadas nas sequéncias de aminoaci-
dos abaixo. As regides determinantes de complementaridade (CDRs)
da cadeia pesada e da cadeia leve estdo sublinhadas nas sequéncias

de aminoacidos apresentadas abaixo. Os aminoacidos que abrangem
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as regides determinantes de complementaridade (CDRs) para o anti-
corpo XMT-1535 estéo descritos na Patente US 8.603.474.

Tabela I: Sequéncias de NaPi2b humano ou anticorpo _monoclonal
humanizado XMT-1535

SEQ ID NO: Descricado da Sequéncia

1 Sequéncia de Aminoacidos da Cadeia Pesada de XMT-
1535

2 Sequéncia de Aminoacidos da Cadeia Leve de XMT-
1535

Regido variavel da cadeia pesada de XMT-1535

3

4 Regido variavel da cadeia leve de XMT-1535
5 XMT-1535 CDRH1

6 XMT-1535 CDRH2
7

8

9

XMT-1535 CDRH3
XMT-1535 CDRL1
XMT-1535 CDRL2
10 XMT-1535 CDRL3
11 Regido constante da cadeia pesada XMT-1535 1gG1

12 Regido constante da cadeia leve de XMT-1535

13 Sequéncia de acido nucleico da regido variavel da cadeia
pesada de XMT-1535

14 Sequéncia de acido nucleico da regido variavel da cadeia
levede XMT-1535

15 Sequéncia de NaPi2b humana de extensdo completa

[00344] Os anticorpos aqui descritos se ligam especificamente a um
epitopo em um dominio extracelular (ECD) de NaPi2b humano.

[00345] Em algumas modalidades, aqueles versados na técnica
reconhecerao que é possivel determinar, sem experimentag¢ao indevi-
da, se um anticorpo monoclonal tem a mesma especificidade que um
anticorpo  monoclonal aqui descrito (por exemplo, XMT-1535,
10H1.11.4B ) pela verificacdo de que o primeiro impede que o ultimo
se ligue a um parceiro de ligacdo natural ou outra molécula conhecida

por estar associada a NaPi2b. Se o anticorpo monoclonal a ser testado
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competir com o anticorpo monoclonal aqui descrito, como mostrado
por uma diminuicdo na ligacdo pelo anticorpo monoclonal aqui des-
crito, entdo os dois anticorpos monoclonais se ligam a0 mesmo ou a
um epitopo intimamente relacionado.

[00346] Um método alternativo para determinar se um anticorpo
monoclonal tem a especificidade do anticorpo monoclonal aqui des-
crito € pré-incubar o anticorpo monoclonal aqui descrito com NaPi2b
soluvel (com o qual é normalmente reativo) e, em seguida, adicionar o
anticorpo monoclonal a ser testado para determinar se o anticorpo
monoclonal que esta sendo testado € inibido em sua capacidade de se
ligar a NaPi2b. Se o anticorpo monoclonal que esta sendo testado for
inibido, entdo, com toda a probabilidade, ele tem a mesma especifici-
dade de epitopo, ou uma especificidade funcionalmente equivalente,
como o anticorpo monoclonal aqui descrito.

[00347] O rastreamento de anticorpos monoclonais aqui descritos
também pode ser realizado, por exemplo, medindo a atividade media-
da por NaPi2b e determinando se o anticorpo monoclonal de teste &
capaz de modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neutralizar ou
interferir na atividade de NaPi2b.

[00348] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem uma regido variavel de cadeia pesada com uma se-
guéncia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a
uma sequéncia selecionada a partir da SEQ ID NO: 3 e uma regiao
variavel de cadeia leve com uma sequéncia de aminoacidos pelo me-
nos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a uma sequéncia selecionada a
partir da SEQ ID NO: 4.

[00349] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos

compreendem uma sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada pelo
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menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 1 e uma sequéncia de aminoacidos da cadeia leve pelo
menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%,92%, 93%, 94%, 95% ,
96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 2.

[00350] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos que
compreendem a sequéncia de aminoacidos da regiao variavel da ca-
deia pesada da SEQ ID NO: 3 e a sequéncia de aminoacidos da regi-
ao variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 4.

[00351] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos que
compreendem a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada da SEQ
ID NO: 1 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia leve da SEQ ID NO:
2.

[00352] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos que
compreendem a sequéncia de aminoacidos da CDRH1 da SEQ ID NO:
5, a sequéncia de aminoacidos da CDRH2 da SEQ ID NO: 6; a se-
quéncia de aminoacidos da CDRH3 da SEQ ID NO: 7, a sequéncia de
aminoacidos da CDRI1 da SEQ ID NO: 8, a sequéncia de aminoacidos
da CDRL2 da SEQ ID NO: 9 e a a sequéncia de aminoacidos da
CDRL3 da SEQ ID NO: 10.

[00353] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem a sequéncia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%,
87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% , 96%, 97% 98%,
99% ou mais idéntica a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5;
uma CDRH2 que compreende a sequéncia de aminoacidos pelo me-
nos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6; uma CDRH3 que compreende a sequéncia de aminoa-
cidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
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94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ ID NO: 7; uma CDRL1 que compreende a sequéncia
de aminoacidos em 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99 % ou mais idéntica a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8; uma CDRL2 que compreende a se-
guéncia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; e uma CDRL3 que com-
preende a sequéncia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87%
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98% , 99% ou
mais idéntica a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

[00354] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem uma ou mais substituicdes conservativas de aminoacidos ¢ em
uma sequéncia de dominio variavel, tal como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 ou substituicdes conservativas ou mais em uma
sequéncia de dominio variavel. Em algumas modalidades, essas subs-
tituicbes conservativas de aminoacidos estdo em uma regido de CDR,
por exemplo, 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, ou substi-
tuicbes conservativas ou mais sdo feitas cumulativamente em todas as
CDRs e em algumas modalidades particulares, até 1, 2, 3 ou 4 substi-
tuicGes conservativas de aminoacidos podem estar presentes em ca-
da sequéncia de CDR, por exemplo, SEQ ID NOs: 5-10.

[00355] Em algumas modalidades, aqueles versados na técnica re-
conhecerdo que € possivel determinar, sem experimentagao indevida,
se um anticorpo monoclonal tem a mesma especificidade que um anti-
corpo monoclonal XMT-1535, verificando se o primeiro impede que o
ultimo se ligue a um parceiro de ligagdo natural ou outra molécula co-
nhecida por estar associada a NaPi2b. Se o anticorpo monoclonal a
ser testado competir com o anticorpo monoclonal aqui descrito, como

mostrado por uma diminuicdo na ligacdo pelo anticorpo monoclonal
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aqui descrito, entdo os dois anticorpos monoclonais se ligam ao mes-
mo ou a um epitopo intimamente relacionado.

[00356] Em algumas modalidades, um método alternativo para de-
terminar se um anticorpo monoclonal tem a especificidade de um anti-
corpo monoclonal aqui descrito € pré-incubar o anticorpo monoclonal
aqui descrito com NaPi2b soluvel (com o qual € normalmente reativo)
e, em seguida, adicionar o anticorpo monoclonal a ser testado para
determinar se o anticorpo monoclonal a ser testado € inibido em sua
capacidade de se ligar a NaPi2b. Em algumas modalidades, se o anti-
corpo monoclonal a ser testada € inibido, entdo ele tem a mesma es-
pecificidade de epitopo ou uma especificidade funcionalmente equiva-
lente, como o anticorpo monoclonal aqui descrito.

[00357] O rastreamento de anticorpos monoclonais aqui descritos
também pode ser realizado, por exemplo, medindo a atividade media-
da por NaPi2b e determinando se o anticorpo monoclonal de teste &
capaz de modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neutralizar ou
interferir com a atividade de NaPi2b.

[00358] Em algumas modalidades, os anticorpos para NaPi2b ade-
quados para conjugacao podem ser gerados e purificados por técnicas
bem conhecidas, por exemplo, WO 2009/097128, WO 2017/160754 e
US 16/136.706, cada um dos quais esta incorporado aqui em sua tota-
lidade por referéncia.

Anticorpos para HER?2

[00359] Em algumas modalidades, a conjugacao adequada de anti-
corpos para HER2 se ligam a HER2 humana na forma soluvel ou liga-
da a membrana (ou seja, quando expressa em uma superficie celular).
Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece anticorpos
monoclonais que se ligam a HER2 e s&do humanizados ou totalmente
humanos. Em algumas modalidades, a presente descrigao fornece an-

ticorpos monoclonais que se ligam especificamente a HER2. Esses
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anticorpos sao coletivamente referidos neste documento como anti-
corpos "HER2".

[00360] Em algumas modalidades, os anticorpos para HER2 ade-
quados para conjugacgao se ligam a um epitopo sobre HER2 com uma
constante de dissociacdo de equilibrio (Kd ou KD) de < 1 uM (por
exemplo, < 100 nM; < 10 nM; e = 1 nM). Em algumas modalidades, a
presente descricdo fornece anticorpos monoclonais que se ligam a
HER2 e sdo humanizados ou totalmente humanos, por exemplo, os
anticorpos para HER2 fornecidos aqui exibem uma Kd na faixa de
aproximadamente entre < 1 nM a cerca de 1 pM.

[00361] Em algumas modalidades, os anticorpos para HER2 descri-
tos aqui servem para modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar,
neutralizar ou interferir de outra maneira com a atividade funcional de
HER2. Em algumas modalidades, as atividades funcionais de HER2
incluem, por exemplo, a modulacdo da atividade da via de PI3K-Akt.
Em algumas modalidades, os anticorpos para HERZ2 inibem comple-
tamente ou parcialmente a atividade funcional de HER2 modulando,
bloqueando, inibindo, reduzindo, antagonizando, neutralizando ou de
outra forma interferindo parcialmente ou completamente com a ativi-
dade da via PI3K-Akt. A atividade da via PI3K-Akt é avaliada usando
qualquer método reconhecido na técnica para detectar a atividade da
via PI3K-Akt, incluindo, mas nao se limitando a detectar niveis de Akt
fosforilada na presenca e auséncia de um anticorpo ou fragmento de
ligac&o ao antigeno aqui descrito.

[00362] Em algumas modalidades, os anticorpos para HER2 s&o
considerados para modular, bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neu-
tralizar ou interferir completamente com a atividade funcional de HER2
quando o nivel de atividade funcional de HER2 na presencga do anti-
corpo para HER2 esta diminuido em pelo menos 80%, por exemplo,
em 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% em compara-
c¢ao com o nivel de atividade funcional de HER2 na auséncia de liga-
¢ao com um anticorpo para HER2 aqui descrito. Em algumas modali-
dades, € considerado que que os anticorpos para HER2 modulam,
bloqueiam, inibem, reduzem, antagonizam, neutralizam ou interferem
de outra forma parcialmente com a atividade funcional de HER2 quan-
do o nivel de atividade de HER2 na presencga do anticorpo para HER2
esta diminuido em menos de 95% , por exemplo, 10%, 20%, 25%,
30%, 40%, 50%, 60%, 75%, 80%, 85% ou 90% em comparagao com o
nivel de atividade de HER2 na auséncia de ligagdo com um anticorpo
HERZ2 aqui descrito.

[00363] Em algumas modalidades, os anticorpos exemplificadores
descritos aqui incluem o anticorpo XMT-1519. Este anticorpo apresen-
ta especificidade para HER2 humana e demonstrou inibir a atividade
funcional de HERZ2 in vitro.

[00364] O anticorpo monoclonal para HER-2 XMT-1519 inclui uma
cadeia pesada (HC), regido variavel de cadeia pesada (VH), cadeia
leve (LC) e uma regido variavel de cadeia leve (VL), conforme mostra-
do nas sequéncias de aminoacido e acido nucleico correspondentes
apresentadas na Tabela Il abaixo. A regido variavel da cadeia pesada
e a regiao variavel da cadeia leve para cada anticorpo estdo sombrea-
das nas sequéncias de aminoacidos abaixo. As regides determinantes
de complementaridade (CDRs) da cadeia pesada e da cadeia leve es-
tdo sublinhadas nas sequéncias de aminoacidos apresentadas abaixo.
Tabela Il: Sequéncias do anticorpo monoclonal humano ou humaniza-
do XMT-1519 para HER2

SEQID Descricdo da Sequéncia
NO:

16 Receptor de HER2 humana de extensdo completa

17 Regido variavel da cadeia pesada de XMT-1519

18 Regido constante da cadeia pesada de XMT-1519 IgG1
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SEQID Descricdo da Sequéncia
NO:

19 Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada de XMT-1519
20 XMT-1519 CDRH1
21 XMT-1519 CDRH2
22 XMT-1519 CDRH3

23 Sequéncia de acido nucleico da regido variavel da cadeia
pesada de XMT-1519

24 Regido variavel da cadeia leve de XMT-1519

25 Regido constante da cadeia leve de XMT-1519

26 Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve de XMT-1519
27 XMT-1519 CDRL1
28 XMT-1519 CDRL2
29 XMT-1519 CDRL3
30 Sequéncia de acido nucleico da regiao variavel da cadeia
leve de XMT-1519
31 Dominio extracellular (ECD) do receptor de HER2 humano
[00365] Os anticorpos e seus fragmentos de ligagdo ao antigeno

descritos aqui se ligam especificamente a um epitopo no receptor de
HER2 humana de extensdo completa compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

[00366] Os anticorpos e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno
descritos aqui se ligam especificamente a um epitopo no dominio ex-
tracelular (ECD) do receptor de HER2 humano compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

[00367] Em algumas modalidades, os anticorpos da presente des-
cricdo exibem caracteristicas de ligagdao a HER2 que diferem dos anti-
corpos descritos na técnica. Em algumas modalidades, os anticorpos
aqui descritos se ligam a um epitopo diferente de HER2, na medida
em que bloqueiam um ao outro, mas nao Trastuzumabe, pertuzumab,
Fab37 ou chA21 a partir da ligacdo a HER2. Além disso, ao contrario

dos anticorpos conhecidos, os anticorpos aqui descritos podem inter-
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nalizar eficientemente em células que expressam HER2 sem promover
a proliferacéo celular.

[00368] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos s&o
anticorpos monoclonais totalmente humanos que se ligam a novos epi-
topos e/ou tém outras propriedades favoraveis para uso terapéutico.
Em algumas modalidades, as propriedades exemplificadoras incluem,
mas nao estdo limitadas a caracteristicas de ligacdo favoraveis para
células de cancer que expressam HER2 humano em niveis altos ou
baixos, ligacédo especifica a HER2 recombinante humano e de macaco
cynomolgus, internalizacdo eficiente mediante ligacdo a HERZ2, alta
capacidade de matar células de cancer que expressam niveis altos ou
baixos de HER2 quando administrados como um conjugado de anti-
corpo-farmaco (ADC), sem efeito agonista substancial na proliferacdo
de células de cancer que expressam HER2, e/ou proporcionar morte
eficaz mediada por citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC) de células que expressam HER2, assim como qualquer com-
binac&o das propriedades anteriores.

[00369] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
também incluem um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do
mesmo que se liga especificamente a um epitopo do receptor de
HER2 humano que inclui os residuos 452 a 531 do dominio extracelu-
lar do receptor de HER2 humano, residuos 474 a 553 da SEQ ID NO:
16 ou residuos 452 a 531 da SEQ ID NO: 31.

[00370] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem um anticorpo ou um fragmento de ligagdo ao antigeno do mes-
mo que se liga a pelo menos uma porcgao da terminacédo N do dominio
IV do receptor HER2 humano, mas nao faz competicdo cruzada com
um anticorpo que se liga ao epitopo 4D5 do receptor HER2 humano.
Em algumas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligagao ao

antigeno dos mesmos descritos aqui ndo competem de forma cruzada
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com o Trastuzumabe para a ligacdo ao receptor de HER2 humano,
uma vez que o Trastuzumabe é conhecido por se ligar ao epitopo 4D5
do receptor de HER2 humano. Como usado aqui, a expressao epitopo
4D5 do receptor de HER2 humano se refere aos residuos de aminoa-
cidos 529 a 627 do dominio extracelular do receptor de HER2 humano,
residuos 551 a 649 da SEQ ID NO: 16 ou residuos 529 a 627 da SEQ
ID NO: 31. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de li-
gagao ao antigeno do mesmo também se liga a pelo menos um epito-
po no receptor de HER2 de macaco cynomolgus.

[00371] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se
liga especificamente a um epitopo do receptor de HER2 humano que
inclui os residuos 452 a 500 do dominio extracelular do receptor de
HER2 humana, residuos 474 a 522 da SEQ ID NO: 16 ou residuos
452 a 500 da SEQ ID NO: 31.

[00372] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
também incluem um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo ao antige-
no que se liga especificamente a um epitopo do receptor de HER2
humana que inclui pelo menos um residuo de aminoacido selecionado
a partir dos residuos de aminoacidos E521, L525 e R530 do dominio
extracelular do receptor de HER2 humano, por exemplo, residuos 543,
547 e 552 de SEQ ID NO: 16 e residuos 521, 525 e 530 da SEQ ID
NO: 31. Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos tam-
bém incluem um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno
que se liga especificamente a um epitopo do receptor de HER2 hu-
mana que inclui pelo menos os residuos de aminoacidos E521, L525 e
R530 do dominio extracelular do receptor HER2 humano. Em algumas
modalidades, qualquer um ou todos esses anticorpos ou seus frag-
mentos de ligagdo ao antigeno também se ligam a pelo menos um epi-

topo no receptor de HER2 de macaco cynomolgus.

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 130/415



119/319

[00373] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
também incluem um anticorpo ou um fragmento de ligacdo ao antige-
no do mesmo que se liga a pelo menos uma por¢cdo do dominio Il e
pelo menos uma porc¢éo da terminagcdo N do dominio IV do receptor de
HER2 humano, mas ndo compete de forma cruzada com o anticorpo
monoclonal Fab37 ou um anticorpo que se liga ao epitopo 4D5 do re-
ceptor de HER2 humano. Em algumas modalidades, os anticorpos ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos descritos aqui nao
competem de forma cruzada com o anticorpo monoclonal Fab37 e/ou
Trastuzumabe pela ligagado ao receptor de HER2 humano. Em algu-
mas modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antige-
no também se liga a pelo menos um epitopo no receptor de HER2 de
macaco cynomolgus.

[00374] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se
liga especificamente a um epitopo do dominio extracelular do receptor
de HER2 humano que inclui os residuos 520 a 531 do dominio extra-
celular do receptor de HER2 humano, residuos 542 a 533 da SEQ ID
NO: 16 ou residuos 520 a 531 da SEQ ID NO: 31.

[00375] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se
liga especificamente a um epitopo do receptor de HER2 humano que
inclui pelo menos um residuo de aminoacido selecionado entre os re-
siduos C453, H456, H473, N476, R495, G496, H497, e W499 do do-
minio extracelular do receptor de HER2 humano, por exemplo, resi-
duos 475, 478, 495, 498, 517, 18, 519 e 521 da SEQ ID NO: 16 ou os
residuos 453, 456, 473, 476, 495, 496, 497 e 499 da SEQ ID NO: 31.
Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos incluem um
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo que se liga especificamente a
um epitopo do dominio extracelular do receptor de HER2 humano que
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inclui pelo menos dois residuos de aminoacidos, pelo menos trés re-
siduos de aminoacidos, pelo menos quatro residuos de aminoacidos,
pelo menos cinco residuos de aminoacidos, ou pelo menos seis resi-
duos de aminoacidos selecionados a partir dos residuos de aminoaci-
dos C453, H456, H473, N476, R495, G496, H497 e W499 do dominio
extracelular do receptor HER2 humano. Em algumas modalidades, os
anticorpos aqui descritos incluem um anticorpo ou seu fragmento de
ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a um epitopo do do-
minio extracelular do receptor de HER2 humano que inclui pelo menos
os residuos de aminoacidos C453, H456, H473, N476, R495, G496,
H497, e W499 do dominio extracelular do receptor de HER2 humano.
Em algumas modalidades, qualquer um ou todos esses anticorpos ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos também se ligam a
pelo menos um epitopo no receptor de HER2 de macaco cynomolgus.

[00376] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
também incluem um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo ao antige-
no que se liga especificamente a um epitopo do receptor de HER2
humano que inclui pelo menos um residuo de aminoacido selecionado
entre os residuos C453, H473, N476, R495, H497 e W499 do dominio
extracelular do receptor de HER2 humano, por exemplo, residuos 475,
495, 498, 517, 519 e 521 de SEQ ID NO: 16 ou residuos 453, 473,
476, 495, 497 e 499 de SEQ ID NO: 31. Em algumas modalidades, os
anticorpos aqui descritos incluem um anticorpo ou seu fragmento de
ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a um epitopo do do-
minio extracelular do receptor de HER2 humano que inclui pelo menos
dois residuos de aminoacidos, pelo menos trés residuos de aminoaci-
dos, pelo menos quatro residuos de aminoacidos, pelo menos cinco
residuos de aminoacidos, ou pelo menos seis residuos de aminoaci-
dos selecionados a partir dos residuos de aminoacidos C453, H473,
N476, R495, H497 e W499 do dominio extracelular do receptor de
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HER2 humano. Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
incluem um anticorpo ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno do
mesmo que se liga especificamente a um epitopo do dominio extrace-
lular do receptor de HER2 humano que inclui pelo menos os residuos
de aminoacidos C453, H473, N476, R495, H497 e W499 do dominio
extracelular do receptor de HER2 humano. Em algumas modalidades,
qualquer um ou todos esses anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo
ao antigeno também se ligam a pelo menos um epitopo no receptor
HER2 de macaco cynomolgus.

[00377] Em algumas modalidades, esses anticorpos mostram espe-
cificidade para HER2 humana e demonstraram modular, por exemplo,
bloquear, inibir, reduzir, antagonizar, neutralizar ou interferir de outra
forma com a via de PI3K-Akt que promove a sobrevivéncia celular pela
reducao dos niveis de AKT fosforilado. Em algumas modalidades, es-
ses anticorpos internalizam a partir da superficie celular de células que
expressam HER2 em uma taxa que € a mesma ou substancialmente
semelhante a taxa na qual o Trastuzumabe ou um biossimilar do
mesmo internaliza. Em algumas modalidades, esses anticorpos e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno possuem uma taxa de internaliza-
cao que € de cerca de 50% da superficie total ligada no tempo 0 sendo
internalizada por 4 horas.

[00378] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem uma regido variavel de cadeia pesada que possui uma
sequencia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idén-
tica a uma sequéncia selecionada a partir da SEQ ID NO: 17 e uma
regido variavel da cadeia leve que possui uma sequéncia de aminoa-
cidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a uma sequéncia
selecionada a partir da SEQ ID NO: 24.
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[00379] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem uma sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada que
possui uma sequéncia de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87%
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou
mais idéntica a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 19 e uma
sequéncia de aminoacidos da cadeia leve que possui uma sequéncia
de aminoacidos pelo menos 85%, 86%, 87% 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% ou mais idéntica a uma
sequéncia selecionada a partir da SEQ ID NO: 26.

[00380] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem a sequéncia de aminoacidos da regiao variavel da ca-
deia pesada da SEQ ID NO: 17 e a sequéncia de aminoacidos da re-
gido variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 24.

[00381] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada da SEQ
ID NO: 19 e a sequéncia de aminoacidos da cadeia leve da SEQ ID
NO: 26.

[00382] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos
compreendem a sequéncia de aminoacidos da CDRH1 da SEQ ID NO:
20, a sequéncia de aminoacidos da CDRH2 da SEQ ID NO: 21, a se-
quéncia de aminoacidos da CDRH3 da SEQ ID NO: 22, a sequéncia
de aminoacidos da CDRL1 da SEQ ID NO: 27, a sequéncia de amino-
acidos da CDRL2 da SEQ ID NO: 28 e a sequéncia de aminoacidos da
CDRL3 da SEQ ID NO: 29.

[00383] Em algumas modalidades, os anticorpos aqui descritos in-
cluem uma ou mais substituicbes conservativas de aminoacidos em
uma sequéncia de dominio variavel, tal como 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 ou mais substituicdes conservativas em uma se-
quéncia de dominio variavel. Em algumas modalidades, essas substi-

tuicbes conservativas de aminoacidos estdo em uma regido de CDR,
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por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou mais
substituicdes conservativas sao feitas cumulativamente em todas as
CDRs. Em algumas modalidades, até 1, 2, 3 ou 4 substituicbes con-
servativas de aminoacidos podem estar presentes em cada sequéncia
de CDR, por exemplo, SEQ ID NOs: 20-22 e 27-29.

[00384] Aqueles versados na técnica reconhecerdo que € possivel
determinar, sem experimentacdo indevida, se um anticorpo monoclo-
nal tem a mesma especificidade que um anticorpo monoclonal XMT-
1519, pela verificagdo de que o primeiro impede que o ultimo se ligue
a um parceiro de ligacado natural ou outra molécula conhecida por estar
associada a HER2. Em algumas modalidades, se o anticorpo mono-
clonal a ser testado compete com o anticorpo monoclonal aqui des-
crito, como mostrado por uma diminuicdo na ligacdo pelo anticorpo
monoclonal aqui descrito, entdo os dois anticorpos monoclonais se li-
gam ao mesmo ou a um epitopo intimamente relacionado.

[00385] Em algumas modalidades, um método alternativo para de-
terminar se um anticorpo monoclonal tem a especificidade do anticor-
po monoclonal aqui descrito € pré-incubar o anticorpo monoclonal aqui
descrito com HER2 soluvel (com o qual é normalmente reativo), e de-
pois adicionar o anticorpo monoclonal a ser testado para determinar se
o anticorpo monoclonal a ser testado é inibido na sua capacidade de
se ligar a HER2. Se o anticorpo monoclonal que esta sendo testado for
inibido, entdo, com toda a probabilidade, ele tem a mesma especifici-
dade ou especificidade funcionalmente equivalente de epitopo, que o
anticorpo monoclonal aqui descrito

[00386] Em algumas modalidades, o rastreamento de anticorpos
monoclonais aqui descritos também pode ser realizado, por exemplo,
medindo a atividade da via de PI3K-Akt mediada por HER2 e determi-
nando se o anticorpo monoclonal de teste é capaz de modular, blo-

quear, inibir, reduzir , antagonizar, neutralizar ou interferir de outra
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forma com a atividade da via de PI3K-Akt. Em algumas modalidades,
os anticorpos para HER2 adequados para conjugacao podem ser ge-
rados e purificados por técnicas bem conhecidas, por exemplo, WO
2015/195917 e PCT/US2018/019873, cada um dos quais esta incorpo-
rado aqui em sua totalidade por referéncia.

Conjugados

[00387] Em algumas modalidades, os conjugados da descricéo
compreendem uma ou mais ocorréncias de D, em que D é um agonis-
ta de STING, em que uma ou mais ocorréncias de D podem ser iguais
ou diferentes.

[00388] Em algumas modalidades, uma ou mais ocorréncias de
PBRM sao acopladas a porcédo de Ligante-Farmaco, em que uma ou
mais ocorréncias de PBRM podem ser iguais ou diferentes. Em algu-
mas modalidades, uma ou mais por¢des de Ligante-Farmaco que
compreendem uma ou mais ocorréncias de D estdo conectadas a uma
PBRM (por exemplo, um anticorpo).

[00389] Em algumas modalidades, o conjugado da descricdo com-
preende uma PBRM que tem um peso molecular de cerca de 40 kDa
ou mais (por exemplo, cerca de 60 kDa ou mais; cerca de 80 kDa ou
mais; cerca de 100 kDa ou mais; cerca de 120 kDa ou mais, cerca de
140 kDa ou mais; cerca de 160 kDa ou mais; cerca de 180 kDa ou
mais; ou cerca de 200 kDa ou mais, ou cerca de 40 a 200 kDa, cerca
de 40 a 180 kDa, cerca de 40 a 140 kDa, cerca de 60 a 200 kDa, cerca
de 60 a 180 kDa, cerca de 60 a 140 kDa, cerca de 80 a 200 kDa, cerca
de 80 a 180 kDa, cerca de 80 a 140 kDa, cerca de 100 a 200 kDa, cer-
ca de 100 a 180 kDa ou cerca de 100 a 140 kDa) e tem um grupo sul-
fidrila (isto é, -SH ou tiol).

[00390] Em algumas modalidades, o numero total de ligacdes de
sulfeto formadas entre as porcdes de ligante-farmaco e a PBRM (ou

numero total de pontos de fixagdo) € 10 ou menos (por exemplo, 8, 6,
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4 ou 2).

[00391] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
cerca de 40 kDa ou mais (por exemplo, cerca de 60 kDa ou mais, cer-
ca de 80 kDa ou mais, cerca de 100 kDa ou mais , cerca de 120 kDa
ou mais, cerca de 140 kDa ou mais, cerca de 160 kDa ou mais, ou
cerca de 180 kDa ou mais; ou cerca de 40 a 200 kDa, cerca de 40 a
180 kDa, cerca de 40 a 140 kDa, cerca de 60 a 200 kDa, cerca de 60 a
180 kDa, cerca de 60 a 140 kDa, cerca de 80 a 200 kDa, cerca de 80 a
180 kDa, cerca de 80 a 140 kDa, cerca de 100 a 200 kDa, cerca de
100 a 180 kDa ou cerca de 100 a 140 kDa).

[00392] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
cerca de 40 kDa a cerca de 200 kDa. Em algumas modalidades, para
conjugacao com uma ou mais por¢des de Ligante-Farmaco, a PBRM
tem um peso molecular de cerca de 40 kDa a cerca de 80 kDa.

[00393] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
40 kDa a 200 kDa. Em algumas modalidades, para conjugagdo com
uma ou mais por¢des de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso mo-
lecular de 40 kDa a 80 kDa.

[00394] Em algumas modalidades, PBRMs nesta faixa de peso mo-
lecular incluem, mas n&o estao limitadas a, por exemplo, fragmentos
de anticorpos, tal como, por exemplo, Fabs.

[00395] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
cerca de 60 kDa a cerca de 120 kDa.

[00396] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
60 kDa a 120 kDa.
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[00397] Em algumas modalidades, as PBRMs nesta faixa de peso
molecular incluem, mas nao estdo limitados a, por exemplo, cameli-
deos, Fab2, scFvFc e semelhantes.

[00398] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
cerca de 140 kDa a cerca de 180 kDa.

[00399] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, a PBRM tem um peso molecular de
cerca de 140 kDa a cerca de 180 kDa.

[00400] Em algumas modalidades, as PBRMs nesta faixa de peso
molecular incluem, mas nao estao limitadas a, por exemplo, anticorpos
de extensdo completa, tal como IgG, IgM.

[00401] Em algumas modalidades, os ligantes de direcionamento,
os ligantes e os fragmentos de farmaco ou pro-farmaco aqui descritos
podem ser montados no conjugado ou arcabouco da descrigao, por
exemplo, de acordo com as técnicas e métodos descritos. Os conju-
gados terapéuticos e de direcionamento da descricdo e os métodos
para produzi-los estdo descritos abaixo a titulo de exemplo nao limitan-
te.

[00402] Em algumas modalidades, o numero total de ligacdes de
sulfeto formadas entre a porcdo de Ligante-Farmaco e a PBRM (ou
numero total de pontos de fixagdo) € de 8 ou menos.

[00403] Em algumas modalidades, o numero total de ligacdes de
sulfeto formadas entre a porcdo de Ligante-Farmaco e a PBRM (ou
numero total de pontos de fixagdo) é 8. Em algumas modalidades, o
numero total de liga¢des de sulfeto formadas entre a por¢cdo de Ligan-
te-Farmaco e a PBRM (ou numero total de pontos de fixagao) € 6. Em
algumas modalidades, o numero total de ligacdes de sulfeto formadas
entre a por¢cdo de Ligante-Farmaco e a PBRM (ou numero total de

pontos de fixacdo) é 5. Em algumas modalidades, o numero total de
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ligacdes de sulfeto formadas entre a por¢ao de Ligante-Farmaco e a
PBRM (ou numero total de pontos de fixacédo) € 4. Em algumas moda-
lidades, o numero total de ligacdes de sulfeto formadas entre a porgéo
de Ligante-Farmaco e a PBRM (ou numero total de pontos de fixagao)
€ 3. Em algumas modalidades, o numero total de ligagdes de sulfeto
formadas entre a porcédo de Ligante-Farmaco e a PBRM (ou numero
total de pontos de fixagéo) € 2.

[00404] Em algumas modalidades, a proporcao entre a porcao de
Ligante-Farmaco e a PBRM esta entre cerca de 1:1 e cerca de 8:1. Em
algumas modalidades, a proporcao entre a por¢ao de Ligante-Farmaco
e a PBRM esta entre cerca de 1:1 e cerca de 6:1. Em algumas modali-
dades, a proporcao entre a porgcao de Ligante-Farmaco e a PBRM esta
entre cerca de 1:1 e cerca de 4:1. Em algumas modalidades, a propor-
cao entre a porcao de Ligante-Farmaco e a PBRM esta entre cerca de
2:1 e cerca de 2:1.

[00405] Em algumas modalidades, a proporcao entre a porcao de
Ligante-Farmaco e a PBRM esta entre cerca de 6:1 e cerca de 8:1.
[00406] Em algumas modalidades, a proporcao entre a por¢cao de
Ligante-Farmaco e a PBRM é de cerca de 8:1.

[00407] Em algumas modalidades, a proporcao entre a por¢cao de
Ligante-Farmaco e a PBRM é de cerca de 6:1.

[00408] Em algumas modalidades, a descricdo também se refere a
uma porcdo de Ligante-Farmaco que compreende pelo menos duas
porcdes, em que cada por¢cao € capaz de conjugagao com um grupo
tiol em uma PBRM de modo a formar um conjugado de proteina-
ligante-farmaco.

[00409] Em algumas modalidades, um ou mais grupos tiol de uma
PBRM sé&o produzidos pela reducdo de uma proteina. Os um ou mais
grupos tiol da PBRM podem entdo reagir com uma ou mais porgdes de

Ligante-Farmaco que sao capazes de conjugagao com um grupo tiol
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da PBRM com a porcéo de Ligante-Farmaco. Em algumas modalida-
des, as pelo menos duas porgcdes conectadas a PBRM sao grupos ma-
leimida.

[00410] Em algumas modalidades, os anticorpos podem ser ativa-
dos pela conjugacao com a por¢ao de Ligante-Farmaco pelo tratamen-
to com um agente redutor, tal como DTT (reagente de Cleland, ditio-
treitol) ou TCEP (cloridrato de tris(2-carboxietil)fosfina). Em algumas
modalidades, anticorpos monoclonais de extensdo completa podem
ser reduzidos com um excesso de TCEP para reduzir as ligacdes de
dissulfeto (por exemplo, entre a cisteina presente nos anticorpos pa-
rentais correspondentes) para produzir uma forma reduzida do anti-
corpo. A cisteina recém-introduzida e ndo pareada pode permanecer
disponivel para reagdo com a por¢ao de Ligante-Farmaco para formar
0s conjugados de anticorpo da presente descricdo. Em algumas moda-
lidades, um excesso de porcao de Ligante-farmaco € adicionado para
efetuar a conjugacao e formar o conjugado de anticorpo-farmaco, e a
mistura de conjugacéo € purificada para remover o excesso de inter-
mediario Ligante-farmaco e outras impurezas.

[00411] Em algumas modalidades, para conjugacdo da porcao de
Ligante-Farmaco, uma PBRM tem um peso molecular de 40 kDa ou
mais (por exemplo, 60 kDa ou mais; 80 kDa ou mais; ou 100 kDa ou
mais; 120 kDa ou mais; 140 kDa ou mais; 160 kDa ou mais ou 180
kDa ou mais). Em algumas modalidades, a propor¢ao de PBRM por
porcdo de Ligante-Farmaco esta entre cerca de 1: 1 e cerca de 1:8;
cerca de 1:1 e cerca de 1:6; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:5; entre
cerca de 1:1 e cerca de 1:4; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:3; ou entre
cerca de 1:1 e cerca de 1:2.

[00412] PBRMs nesta faixa de peso molecular incluem, mas nao
estao limitadas a, por exemplo, anticorpos de extensdo completa, tal
como IgG, IgM.
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[00413] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, uma PBRM tem um peso molecular
de 60 kDa a 120 kDa. Em algumas modalidades, a proporcao de
PBRM por porgédo de Ligante-Farmaco é de cerca de 1:1 e cerca de
1:8; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:6; entre cerca de 1:1 e cerca de
1:5; entre 1:1 e cerca de 1:4; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:3, ou en-
tre cerca de 1:1 e cerca de 1:2.

[00414] Em algumas modalidades, as PBRMs nesta faixa de peso
molecular incluem, mas ndo estdo limitadas a, por exemplo, fragmen-
tos de anticorpos, tais como, por exemplo, Fab2, scFv e camelideos.
[00415] Em algumas modalidades, para conjugacdo com uma ou
mais porgdes de Ligante-Farmaco, uma PBRM tem um peso molecular
de 40 kDa a 80 kDa. Em algumas modalidades, a propor¢édo de PBRM
por por¢cao de Ligante-Farmaco € de cerca de 1:1 e cerca de 1:8; entre
cerca de 1:1 e cerca de 1:6; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:5; entre
1:1 e cerca de 1:4; entre cerca de 1:1 e cerca de 1:3, ou entre cerca de
1:1 e cerca de 1:2.

[00416] Em algumas modalidades, as PBRMs nesta faixa de peso
molecular incluem, mas ndo estdo limitadas a, por exemplo, fragmen-
tos de anticorpos, tais como, por exemplo, Fabs.

[00417] Em algumas modalidades, a descricdo apresenta um arca-
bougo util para conjugar com uma ou ambas moléculas de reconheci-
mento baseada em proteina (PBRM) e uma por¢do de agonista de
STING (D).

[00418] Em algumas modalidades, os arcaboucgos de transporte de
farmacos (ou seja, sem ligacdo a uma PBRM), aqui descritos, cada um
tem tipicamente um indice de polidispersividade (PDI) de 1.

[00419] Os conjugados e arcabougos aqui descritos podem ser puri-
ficados (isto €, remocgao de quaisquer materiais de partida) por diafil-

tracdo extensiva. Se necessario, a purificagdo adicional por cromato-
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grafia de exclusdo de tamanho pode ser realizada para remover
quaisquer conjugados agregados. Em geral, os conjugados como puri-
ficados contém tipicamente menos do que 5% (por exemplo, <2% p/p)
de conjugados agregados conforme determinado por SEC; menos do
que 0,5% (por exemplo, <0,1% p/p) de farmaco livre (ndo conjugado)
conforme determinado por RP-HPLC; menos do que 1% de arcabou-
cos contendo peptideo contendo farmaco conforme determinado por
SEC e menos do que 2% (por exemplo, <1% p/p) de PBRM nao con-
jugada conforme determinado por HIC-HPLC.

[00420] Em algumas modalidades, o arcabouco é selecionado a
partir dos arcaboucos descritos na Tabela A1.

[00421] Em algumas modalidades, o arcabouco é selecionado dos
arcaboucos descritos na Tabela A2.

[00422] Em algumas modalidades, o conjugado € selecionado a
partir dos conjugados descritos na Tabela B1.

[00423] Em algumas modalidades, o conjugado é selecionado a
partir dos conjugados descritos na Tabela B2.

Tabela A1

Estrutura

%ﬂ LSRR CELsoPs: RT3

O\/\O/\/O\/Y
HNI OH OH
T S/S/\/
S HO OH
O,

HO
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Estrutura

o o o o
H\)LN/YH\)LN/WH\)—H\/\O/\/O\/\O
(Y LRI Wl o
o q o H 9 qH o
5 OO N NW\/OH
HN VT o on ow
\L 0" “nH
OH
oH
Hs/g/\/OH

HO

o/ °

L,
0
NH, NH,
o o
o XG_\
Xy N7 NN X,

i
,Xz‘Yz ,X1‘Y1
R17 R18 R15 R1®
[o] o H
N\)LNWN\)LN/YN\)\N\/\O/\/O\/\O
e o o o/
o j/\ (o H o OH OH
~ OH
0” NH 0\/\0/\/0\/YN NW\/
S (o] H OH OH
0" “NH oH
i N
o HO OH
HO
HN\L
(o]
O%\o NH2
NH, o
o 2
Xs )
g _
N._ X3
/\/\/
N Z h

v X Yq
Xp-Y2 R'®  R™
R17 R18
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
R14
o \21\Y1/R19
H,N 4 X3 @l

em que RM, R15, R16, R17, R18, R19, Rm, RCZ, X3, X4, Xe, X1, W1, Y1, Z1,

Xo, W2, Y2, Z>, sdo como aqui definidos.

Tabela A2
Ex | Comp Estrutura LCMS
No. No.
Q/Y N/Y Jku/ﬁ( J‘"\Afo\/;/\"/\oj, OH .
"q °\/\°/\/on I\)k LT
OIO H§/H§/¥OH
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o \~g
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° NH2 f \/NN:
o NYNNNHTN °
LNENH /O
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Ex | Comp
No. | No.

Estrutura

LCMS

1206,58
(M+2H)
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HO. OH
OH
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OH OH

OH OH

O M
H 9 H 9 H 9 % H
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Ex
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No. No.
oy o

1199,53
(M+2H)

14

i Q?\N HQkN NJ‘H\AO/\/O\AO
(N Y H/\Lr H/T pow°¢ . o on
° LI °\/\°/\/OVYH § A_OH
Lo b d e 1185,56
o)\/NH gﬁj;f° (M+2H)
O%o\\\\ T\Ni > o]
HN ° ); o NH,
0)\@\" )
NANH
i N\)?\ R NJ‘H o
N N o "
\ Z/Y oo e ﬁo/\/oy o OH OH
OH

o OH OH
0" “NH oH
HO OH
HO
2
NN
o
HN

1178,54
(M+2H)

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 151/415




140/319

Ex | Com
P Estrutura LCMS
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. | No.
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E
x | Comp Estrutura LCMS
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Ex

No.
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Estrutura
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Ex
No.
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No.

Estrutura

LCMS
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. No.
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. No.
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. | No.
N4 i
NH
Mo HN—( 2
N
o] 1049,15
1 4 0 ~
0 9 o} H R ) (M+H)
¢ /\g/ o) o)
> L L
H,N N 7\
0” “OH T o)\
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N
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N
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o 9 i y ((i/lfﬁ)s
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H,N 9 7\
0”7 “OH I o)\
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Ho. o Mo HN—</N 2
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N\)LN/\[]/N\:)J\O/\/\O ( + )
»>—NH
H,N. /( IN/ /N
o d oA\
(o]
)\%_(o N NH
Ho. 0 o HN—</N 2
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13 59 J o) h © ~
N\)J\N N\)J\o/\/\o2 (M+H)
o H N
)>—NH
HN. Ji IN/ /N
o (o] OJ\
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. | No.
\Fo o) o
N N NH
HO._O {SN4N :
o
N 1120,37
J O H O y
14 61 q\)L\Ni/'\“/N\rU\O/\/\O 2 (M+H)
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o d o\
o]
)I\\ q N NH,
Ho;/l/o o HN{N
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N N/\n/ 1)1\0/\/\0
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>—NH
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Ho. o o HN{/N
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H,N ¥ /N
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\/o o} o
| p N
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N
0 o) AN 1177,40
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\ o H o W(éj[u
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H,N N /N
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Ex | Comp Estrutura LCMS
No. No.
Yo o) 0
N\/CXN_</N NH;
N
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4
H,N N 7/ N
0~ “OH |
o J o\
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N
o
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N
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N
o
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S TALE A i N

\(@[ )—NH

O~ OH

Ex | Comp Estrutura LCMS
No. No.
NI%—/(O N i
X
0._OH Ao "'N_</Nj|\/Nj)LNH
j/ 1077,15
q ﬁw“rr gy ! (M+H)
Y@*Q
o o}
HN_</ Ij)LNHZ
N
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QL N\)J\o/\/\o (M+H)
Y@%A
)\o HN— D)\NH
O N N/
</:// 1091,17
;\ N\)J\O/\/\O (M+H)
«@*%
/Lo HN—( ﬁ””z
1148,17
(M+H)
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E
x | Comp Estrutura LCMS
No. No.
o o o
H,N N8 \\',lq/
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@] 'e) N
NH S
H,N N \7(
N
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Ex

No.

Comp
No.

Estrutura

LCMS

S aa
L TTI,

>—NH ©
HoN N>_ \IK

Q

HN™ ~0
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o
o HN\AO/\/\O
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OH OH
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Ex | Comp
No. | No.

Estrutura

LCMS

&N AK~¢NAW ¢NAW B .

o o/ OH OH

o °\/\°/\/°\/\[K
HN\L OH OH

NH

O, o
o, 1,

o]
°)\Q ﬁ: ° NH,
N
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NH
3
!

NQLN/WN%N/\W J‘N\/\o/\/o\/\o

o o/ OH oH

o o}
oL NH N)\ o

\\(0 ‘)ZK/;O Ho
[o] HN N
HaN \\\o N@\(o
o)\Q = Nx e
N
N NH
o S
| ,)\

A(N%"/WN%"/W \)‘N\/\o/\/o\/\o

o o/ OH oH

q ﬁo/\/od 0 OH OH
O~ ~_O OH
o o
HN VY H OH OH
7\ NH
OH
o OH
0 c
HO OH
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Ex
No.

Comp
No.

Estrutura

LCMS

o
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Ex
No.

Comp
No.

Estrutura

LCMS

o
[ NN
o] 0 \/Y
HN ﬂ OH OH
NH
7\ OH
o A S/S/y
7
oMy N0 HO OH
o
o HN
—N
N
HN )X o
/\
o)\@ o NH,
N
=
NH
oﬁ
N, 7
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o w 9 H H
NWNQKN/\WNJH‘ NJ‘N\/\O/\/O\/\O
\ o] H o H o /\/0\)
o (o " o OH OH
O~ 0 N OH
0 o N
HN T H

NH
o o
P
N
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/YNQKN/\WNQKN/\WNJ‘N\AO/\/O\AO
\ H
° ° o/\/oy " o OH OH
O\/\o/\/o\/YN N OH
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OH
N\ ° S/S/»
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Ex
No.

Comp
No.

Estrutura

LCMS

ﬁ WN%N/\WN%N/\W \)‘N\/\o/\/o\/\o

(\o/\/o\) OH OH

o\/\o/\/o\/Y
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0 o
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1 I H H
% © q ° ° (\o/\/oy o OH OH
O~ g O N OH
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Tabela B1

Estrutura

o
[¢]
NH, f HoN
o o]
o XE\\
r !
O _N N._o
R R I "
WooN'Z,—ReC2 W, z—R
\ 7R \ 1
X@Y/z X?DY/1 dis
R Rie R1S R18
i \)OL H\)L \)J—
N N N N o]
PBRM S\Q\l/}( ; HW HW ~ o NI
[o] [o] (o]
o o j/\ K\o/\/ \) " o OH OH
07 NH O\/\o/\/o\/YN OH
o OH OH
O “NH oH
(o] HO OH
HO
HN\L
(o]
04[\ H,N
o o
NH,
O 2
Xe N
4 _
N X3
/\/\/ Y
N |
X4ﬂ/ N__O
O N c1 ;/( 14
DY W@
Rowg)7R? X
XY, R18 R1
18
R17 R d15
i \)OL H\)L \)J—
N N N N (o]
[o] o o]
[o] N
OK\o (o] H i I (?H OH
:8_ o 4 H on oH
NH
[o] OH
HO OH
gjo HO
HN
NH, HoN
o o
7
o Xek\
Xa N7 NN X,
| |
N N_0O
R R )i
W —RC2 W —R™
@7 7 dis
X2=Y, X1=Y,
R17 \R13 R15 19
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Estrutura

PBRM-ts N \)LN \)\N\/\o/\/o\/\o
{O( ﬁr Y OOS

OH OH

oj\ﬂ o o\/\o/\/o\/Y OH
HoN OH OH
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o Lo} o
PBRM S\&/\/ ~ N NI TN T \/\O/\)LN

H
N%N Z‘ R18
o _ .
HaN X4 H@;z
5 X2

/‘\/\o

@]

HO
X N |
e N._O
oiN R I R
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R'S 7, —RC2 \6)/1
@) XYy
,Xz’Yz RS R19
R'7 R18 dqs
Q H H
N\)k N& N\)J‘N\/\ SO
PBRM=S~ "y N N o o
H 3 o o
o o (o - " o OH OH
y O~ ~_O N OH
H HN o OH OH
7\ © OH
0. OH
AN o :
o/\)kNH HO OH
~°\\f° HN o HO
o]
i AN
NH, Re_—
X3
o N
0 ~ o
/ RM
X4 N C1 ZW/
{ RW)
N Xi 1ng
o /
< &
z
RWGW@Y‘Z d
X5 218 15
R/W
R4

NS

Xs

oy

\

=

Xq

R14
\
[e) z
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HoN 4 X3 H@
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‘ 18
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R16 R d15
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R19
O Z1\Y1/
HoN /| X :@)‘(1
1 p15
\Xe N / R
(o] H 9 \
N
PBR s N/E( : o/\/\o RC2
o I N>_ Z‘ R18
—N 2\Y/
2
o”>on HAN X4 H@)\(
—A2
dis

Estrutura
R14
\ 19
o) o z1\Y1/R
HoN =z X3 3 <®‘
? =N Wik
~ 1 ‘R15
x5 N /
RC']
o H 0 \
N
PBRM+s— N Y 0" Re2
0
[o) N \ 18
=N Z2‘Y{R
07 oH HaN X <@
0wty
o /2 R d
R16 15
R14

e
R14
\Z 19
Q, SN
]
X >_< \
HaN Z ‘ 3FN WK
“ T R1s
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o w X
O ! 2 R17
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Estrutura
R4
\ 19
R
Q, Z1\Y/
1
HoN = X37>_<@X
o | )=N W 1~R15
HO._O xg N 4
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o]
o] w © \
N\AN Nj)ko/\/\o
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o N 18
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o (@] >/V2/ 2.R17
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~ N /1 R
HO._O Xs RO
PBRM{s o T
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R
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\ 19
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HoN 7 X3, ®>‘<
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Ho._O Xg N R°<
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N ~ N
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—N 2\Y/
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o O Wi
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\ 19
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Estrutura
R
o \ 19
(o] 1\Y1
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- | )=N Wi 1~R15
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o 0 \
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o R17
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\ 19
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R dis
R14
\ 19
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Xe N 04
R
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o \
o) N>_ 7 18
—N Z\Y/
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=N Zay?
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Estrutura
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H OH OH
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S HO OH
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o
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o N N=
N ==
o
HN"Ng
YNNN/&N
Oy NH
L /
\ N
N= o

PBR s /}(N\)LN/}( \)LN/Y \)‘N\/\o/\/o\/\o
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Estrutura
9 w 9 w 9 H 9w
PBR s N\AN/YNJkN/YNJ‘N\/\O/\/O\/\O
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o
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% Ho \_oH s
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o
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f \/N/:
° HN" Y
NYNNN/\(N
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N N
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o ° ° ﬁo/\/oy " o OH OH
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S HO V OH d
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f \/N/:
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Estrutura

H o H o H o H
PBR s NYN%NwNJkuwNJ‘N\/\O/\/O\/\O
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ﬁo/\/oy OH oH
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Estrutura
H
PBRM—/s J_Nwowowyo 00
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
o hn 9
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Estrutura
9 w 9 w 9 H 9y
PBRM SQ/YN%H/TNQ%/TNJ-N\AO/\/OO
o
5 © ;\ (o OH OH
07 wH o\/\o/\/o\/Y ;\A)‘\
OH OH
$:° N on
- S/S/»
o:g HO OH
i Ho dys
g,
HN N=
NH, é N/
° )
ol
N
Ny no ="M
o IH H3;C0
)
7 ,N/\ HyN
=N
o o H
PBRM s N\ANWN\ANWN\)‘_N\/\O/\/O\/\O
NY LM H ]
v © j\ © N 2 (\o/\/o N o OH OH
N ‘(o];\o O\/\o/\/o\/YN N OH
o o o 4 H GOH oH
)\\\\ e W OH
o N\Q\/(o S
2HN (o] %/ o NH, HO ud OH
O)QN ' s
N;kNH
o —=
N
>
PBRM s WN%NWN\)kN/W \)LN\/\O/\/O\/\\)O
~_0
v © q 0(\0 0 o OH OH o
~ o
o 0 \/Y H
HN\L OH OH
NH
OH
(o] OH
N (o] /L s
o™\ 4 N” o HO OH A
o ‘);S‘O HO 15
o HN
=N
\\\\ )
H,N o o
(o] - (o] NH.
N | 2
=
NH
o o
o=
N
0
PBRM NQ&NWH%NW P PN
Ty o]
0 OH oH
0 o
oHN ~ "o N \/Y ;\/\)‘\ T
Iy NH
OH
o
AN o 3
0/\)LN\H\( N4Lo Hs/é/yo“
o\\\ BN dis
HN o/////N 7 °
= N=
o)\@N NH,
-
NH
o 0
[ 3~

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 181/415




170/319

Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
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Estrutura
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N HO dys

5
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H o H o H o H
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o
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HN o OH OH
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N
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o o N oH
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o OH OH
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N
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o
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Estrutura
o o H
PBR! s N%NWN%N N\)J—N\/\o/\/o\/\o
/}( H N N I OQ
5 © q (o " o OH OH
o~ 0 N OH
o o N
HN VT H On oH
7\ NH
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O [} OH
o/\)LNH N HO OH
\s'\\(o _/N o HO dis
o\ NG o
N
HzN o ¢ \ o]
o = N
N NH,
-
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© o
I I
N
0 n 9 H
PBR s NJ&N/W JkN NJ‘N\/\O/\/O\/\O
N/I( X H H o ﬁ /\/0\)
o o OH OH
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O~ _0 N OH
o o ~r N
HNI o R on on
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o OH
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o™ N HE/S/\/OH
o N HO dis
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o N
W\\ NI
N
HzN o o
o ~ ~o
y NH,
-
NH
0%\
NN 7
o H 9 TR H 9 H
PBRM s N N%NWN\)H\‘WNJ‘N\/\O/\/O\/\O
/T)( oo "o (\o/\/o\) o OH OH
(o] ; H H
O~ n_O N /\‘)\‘/\/OH
o o ~r N
HN ) I\)LH OH OH
\L O N OH
"o e
o/\)LNH N~ ) HO OH
\s\\(o N o Ho dis
o HN
W\\ N
N
HaN ) "o
= Nx
o NH.
N
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Estrutura

PBRM s N\)LN N\)LN J—N\/\o/\/o\/\o
\QY W W ﬁo/\/o\) o OH OH
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o
HN VY
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o™y NT HO OH d
\\( N o 15

-N O

N
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N

o
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H H /
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PBR S :H DOH
O o - N
© N P—NH Ny
0~ “OH 2 N \
o}
0
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N,Nﬁo o
WHNQ)LNHZ
PBRM——s i
e e /O\
N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OWN\)LN%(N\)LN/\/\O
0 o 5 H o = H N
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0
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Estrutura

MH ﬂ

~~"0
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Estrutura
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Estrutura
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'ﬁj\>4° N
P ) NH,
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)—N N
H,N N a
0” “oH T J 0)\
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j\H N
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0
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Estrutura
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Estrutura
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PBRM /\H/N\)J\N/\ﬂ/ j)ko/\ﬂoi )
Xi - o L  hy
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dis
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PBRM ﬁﬁr B)L /\[rN\)J\o/\/\oi )
NSy 2]
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Estrutura

0o

YO o]
N
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Estrutura

o o o0
H2NJ\(\/ES_ \\',L/
HO._O Ay N
PBRM-—S N
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N\)J\N N\.)J\O/\/\O
(0] H o) : N
HoN N/>_NH \S\"/
o) o N
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O o)
H,N S W
2 >= N’N
HO.__O N J
PBRM S 5
o) e - \
(@] H 0 N
NH
HoN N/>_ 37(
o ° dis
o o o0
“2“)K§>S»N T
o] H @] /O \
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O 2 H O N
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Estrutura

HNO A0
L g OO
H N
PBRM s{gﬂr“v%ifowo
o I " g \\\\\\
(@]
//

o:<\ NN
-N_ HN—( A
OH N \
/L/)\\%) NIJ\”/NHz

(o]

dis

em que d15, RM, R15, R16, R17, R18, R19, Rm, RCZ, X3, X4, Xe, X1, W1, Y1,

Zy, X2, Wa, Y2, Z2, sdo como definidos aqui.

Tabela B2
Ex
Comp No. Estrutura
No.
XMT-151 s{iﬁﬁ%mf“%u«oﬂd‘nwowwoowj
oHNI O, /\/O\/\f(n X T OH

8-1 0 T g on

DAR 61 So Hé/ké/hor«

1 ¢

8-2 s

DAR 6.8 § b

NNNEZN °
= N, dis

8a-1 Trastuzumab%s\&ynﬂuwnﬂuwnﬂ‘wwowozﬂo

DAR 60 y 5 O(\\/O\/\//\/O\/Y r)K OH OH

HN\LO SH/i}'{/\/OH OH
83-2 HO Ho A OH
1a | DAR7.0 X
oM Q xNN\

8a-3 S
DAR L B NN\YHN\/\O/\NA\N
8.4 5 Q .
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura

8b-1
DAR 5.7

8b-2
1b | DAR 6.6

8b-3
DAR
6.4

PN o
N/ﬁ( N/ﬁ( o NN
(\O/\/O\/

XMT- 1535—< \{i/\(

O, O/\/o\/\ﬂ/
o OH OH
N

8c-1
DAR 7.5
1c

8c-2
DAR 5.8

8d-1
DAR 6.8

8d-2

1d DAR 6.5
8d-3

DAR 6.0

N\YNNN N
O NH
L %
NN
N o

8e
1e
DAR 7.0
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura

8f
1f
DAR 7.4

=

N\/\/\NK

H H H H
XMT-1535 AAG S\&YN{%WNV&NWNJ‘N\AO/\/O\Ao
y 0 q o e (\o/\/o\) . o0 o N
oHN 0\/\0/\/0\/\[)( u/m
\L 97w
0 P on
S HOS/HE/\/OH
07\2
A
o2 q°
3
© HN N
NH
L 5

8g
19
DAR 7.4

& O/\/O\) o OH OH
. OO /\M
" OH OH
\L O H

a o H 9 Ho9
Target D migG2a {sQ/YN\)Lu/WN\Au/\WN\);N\/\O/\/O\/\O
s} B o] o]
o]

8h
1h
DAR 6.9

Target C h|gG1:.<< \ﬁ/YNﬁN/WNJNW %pro?iowj w
il O\/\O/\/O\/Y
IO ﬁ: OH OH
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7\(0
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8i
1i
DAR 10.0
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura
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. | DAR 7.0
1]
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DAR 4.2

s} w9 W9 W9
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5
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- \/\H/
OH OH
O My o

oH o>
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v 4 v 7 iofow
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HN OH OH
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i

o

P

N n A o
NN \N
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L )E »
N\ A\
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OH oH
Hé/g/\/OH
HO

9 w v 9 v 2w
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/\( TN §T 0\)
o © e

OH OH

NH

o )
NH (e \/\ﬂ/ W/
\ OH OH

\L HO OH

M AR
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11 ‘l
o
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e
o
HN N
N\YN\/\/\NJ\\
O§NH o
g§ /
N= 0 dis
HN
o u § u § H 9w
Palivizumab SQYN%HWN%HWN\)‘N\/\O/\/O\/\O
o ° ) ° ° o 0/\/0\) H [ OH OH
. OO N H/\H\‘A/OH
o OH OH
o
o oH
8m \Lo wo 4 oH
5,
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura

16

DAR 5.3

N\)J\N N\AN \)‘N\/\o/\/o\/\o
XMT-151 ﬁ /\( /ﬁ( /\Ff (\0/\/0\)

j/\ OH OH
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% OH OH
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N ? o
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6.0
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o
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o} IH HﬂcoQ
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o
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25 2 (\O/\/O\) " 9 oH OH
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oH
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HO OH
2 o ))/ o NH, HO
\
d /Nk
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Ex

No. E
No. Comp No strutura

XMT- 151»<{1 WN%N/\WN%N/W \)o‘n\/\o/\/o\/\o

o
28 1oM 9 1 S/QH/%
oA o N o HO oH

Lo
DAR 6.0 f"%&; %@

0/\/0\/ OH oH

XMT-151v<s OHYNJLNW"JLNW \)‘"\/\o/\/o\/\o
° ] g o~ /\/o\/Y

H HN

7\ o OH OH
o\/\o o )\o

29 /\)Lff\ﬂ\(o "}zgﬁ H§/H>/\/OH

6 Y HN

DAR 5.5 \\\ o
oS

321
DAR 6.5

o H o H o H o
XMT-151 SQYN%HWNJHWNJ‘N\AO/\/O\AO
o ©° q ° ° (\o/\/o\) OH oH
o

32-2 4 o oo

oARes et o w

32-3 g o J N/\\ o
DAR 6.7 %@H

32-4 "
DAR 8.6
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Ex

No. E
No. Comp No strutura

32a
DAR 6.2

32a-1

DAR 7.4 ﬁo/\/od OH OH

o
H
o o N oH
P S8 .S
HN \/T H on oH
\L 7 NH
oH

R S ipte
- ON)LNH N7 He OH
7a 323 2 \S\\(o j}o HO
DAR 8.0 S

[ v 9 v 9 H % H
XMT-1535‘<5Q/YN\)1\ﬁ/TN\)I\ﬁ/\gN\)‘N\/\Q/\/O\/\D
o
o
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DAR 7.5 'S

32a4
DAR 8.0

32b DAR

Q o f o9 v 9w
Palivizumal S\&{‘/YN\Z)}\ﬁ/WN\Aﬁ/\H/N\);N\/\Q/\/D\/\O
6 8 - B o [}

> o0 OH OH

u RS 5 e %
ety e
- oMy NP HO OH
7 b 32 b 1 \\\\\\io J} o HO
DAR 5.7 L

32b'2 N%NH
DAR 7.2 e

N 1 S/S/iﬂ/
oAy L Ho oH
32¢ DAR w, )

7
¢ 9.1 0\\‘ ""ru

HAN 0 J/f )
J e
v
.
N;<
NH
0

o™\, @
7 d 32d \\5\\(0 ‘)#D HO
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=
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° 0
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Ex
No Comp No. Estrutura
N\AN N\AN \)‘O‘n\/\o/\/o\/\o
XMT1519AA<—< \ﬁ/\( YWY SO0 .
O\/\O/\/O\/\ro(N B dn on -
32 JZ
Te
DAR 88 o N2 ; ¢ e
B
/DNH NQ
N% o ° dis
32e
MN%Q)k
8 34 \%
DAR 69 Trastuzuma \&/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\)& ~"0 N>/H (N\N
° dis
[o]
NE P N NH,
34a S,
oo
83 (o} /\)k ~~"0 i
DAR 7.0 Palivizuma &/\/ 0TI 0T o (
. /fN N-|
HoN om
° dis
¢ N i
/Lo HN— NH
45 N
9 H (o] 2 0\
DAR 6.5 XMT-151 &ﬁ( N o
N%H
07 >on HaN N M
[o) (o]
o o
b N NH
/\o HN—
50 N
10 0 o
DAR 8.2 XMT-151 \&&YBA
dis
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Ex
No. Comp No. Estrutura
o]
)\o HN%
52
1 N AN
DAR 7.7 XMT-151 {lﬁ( o o
H2N
(o]
NN
/“\o HN—</
58 XMT-151
12
DAR 6.5 %;(%NWN%OMO
HZN /%NH
i A\
60-1 ( Ho. o /Lo HN{/
XMT-1519/s
13 | DART77
60-2 % N%OMO
DAR 5.5 Yé:[ /%N)H_g\
/Lo HN%/
62 XMT-1519/s Ji
14 27
DAR 6.5 A 1*°M°
w/@ HH%((
NN
Ho. .0 /“\ HN{/
- 64 XMT-1519/s j
DAR 6.4 z;%% Y j*o«/\o
HZN /%NH
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Ex
No. Comp No. Estrutura
N\ i
66-1 o, 0 g HN—(N]i;)‘\NHZ
DAR 7.5 XMT-15191s j !
16 ¢ f 79 2 h
66_2 ) N\)LH/I( %0/\/\0 ]
DAR 5.3 HZNYCEN/H“ )N
fo) o OJ\
dis
{@QA
74
" | DAR6.9 | xmT-161 &W ﬁf j)ko/\/\oi
R |
{@Q*
18| 19 PP
DAR 7.5 | XMT-151 &W” NW” o“/\o
HZN /%NH
(o]
\ro
HN—</
19 78
N /%NH
(o]
\ro
20 80
DAR7.5 | xmMT-151 &ﬁ( NWNJkoMo
/>7NH
O
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura

21

82

DAR 5.7

XMT-151 T
i‘(\)L N\)ko/\/\o /

(o]
15
OH
HO,,.
HOL NG,
OH
o] /\i
0 0 q 0 OH OH
SN H H H e
TSt \&D HN\)ku/TN\)kN/TN\)KH/\/UV\D/\/UV\D/\/U\/\D/\/D\/\DVKH%N Y oH
o s~
NH ~
\/\o /N/N o dis
o e .
W A
4 :>Fj<o W=/ NH
’\”\O )
HZN),/Q‘N
o )\NH
oY)
NN
OH
HOL,,
HO. OH
OH
Oy, NH
Q
/\l{ H OH OH
rasrs \&O HN\)L /WN\)LN/YNJK ’\/O\/\o’\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\)k \/\;\O(H\
22 85 HN o] s
DAR 65 o. Q Q O\‘/
Lo ey
o ‘N/ N>7N
> i \
o HN\AO/\AO
: N,
e
] W 9 W 9 H 9w
Palivizumal S\Q/YN%HWN%ﬂWN\)‘N\/\O/\/O\/\O
o o 7; ] ] ﬁo/\/o\) OH oH
O~ O
o] (o]
HN\L VY ]:J OH OH
85a O\Ao/\)ok S/SN
a
o 4 )
dig
o
| —
N
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Ex
No. Comp No. Estrutura
Yo o) o
N ﬁ””z
N
88 XMT-1519
23 q\)k \)ko/\/\o
DAR 6.6
et
\ro o o
ﬁ«/ Ty
N
89 Palivizuma
233 ’q\)k N\)ko/\/\o
DAR 5.9 i:[
)—NH
\Wo o o
N / /NﬁNHZ
i_gN%N ‘N/
89a CTL-48132_migG2
23b §(¢ NﬁoMo
DAR 8.8 i:[
)—NH
\Wo 0 o
SEas D*
N
89b MFP5-migG2
23c q N\)ko/\/\o
DAR 9.0
/%NH
J\@[ W
N -N
92 XMT-1519
24 4;( ﬁ NQkOMO
DAR 7.6
/%NH OT/
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Estrutura

Palivizumab q ¢E(NQLOMO (<

Ex
No. Comp No.
93
24a
DAR 6.7
100
25
DAR 7.8
101
25a
DAR 6.5

Palivizumab ‘&wN%Nﬁ’ j(::@

o) (o]

)N\%—( Nrj)k
7 UNH

O HN 2

XMT-1519 ’qo HO (o] N ‘N/

N\)ko/\/\o

\(i:[ /%NH
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Ex
No.

Comp No.

Estrutura

o (o}

it s
%%g

XMT-1519

Capnsntl

N

XMT-1519
§f¢L N¢OMO )

N
»—NH ©
HoN N>_ q g
N
0
o dis
HO._O

XMT-1519 /g(ﬁ N%o/\/\o
N
“ZWQNHHH/( Iy

fo) (o] (o]
dis
Q o O
\‘(
SRSSRE
N
XMT-1519 (
§%¢ Ao
N
HN N/>—NH s‘
A=
0 dis
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Ex

No. E
No. Comp No strutura

W

HO.__O N

N/ N NH
o fﬁwﬁ :
XMT-1519 o o N N

H
SgﬁN D r/ﬂ

o H 0 :

N%
=N N
HoN s /]
0 ° o)\
dis
Q SN
o = Wl“
N
N
(0]
o} H\)(J)\ - \
N (0]
e R
XMT-1519 5 © © N/>_NH 5
HO™ O HaN N \\|,|\l/
0 (0]
dis
i Q
o
HoN s \W/
o] =N N
B ~
o
XMT-1519 S\&g/\g : ”/Lﬂ/ O \\\\\\
0
o
0:2 N// _<N ,N\
NN HN
OH m N = NH>
0 fo) dis

OsNH
<} /\?{
o 9 o o OH oH
s N H H g 9H O
XMT-1510 \&o HN\AH/WN\)J\H/WN\)kn/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\)kn N
g o o o

OH

9 o o
\L HoN | NS 7N>\§\/\‘N(
o N
\

N
HoN N/% A S\‘N(

fo) o

[00424] Em algumas modalidades, o conjugado é:
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em que d1s, RM, R15, R16, R17, R18, R19, Rm, RCZ, X3, X4, Xs, X1, W1, Yq,
Zy, X2, Wa, Y2, Z2, sdo como definidos aqui.

[00425] Em algumas modalidades, o conjugado é:
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em que dis € como aqui definido.
Composicoes Farmacéuticas
[00426] Em alguns aspectos, a presente descricdo fornece compo-
sicdes farmacéuticas que compreendem um conjugado aqui descrito e
um ou mais veiculos ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis.
[00427] As composi¢des farmacéuticas contendo conjugados da
presente descricdo podem ser fabricadas de uma maneira que é ge-
ralmente conhecida, por exemplo, por meio de processos convencio-
nais de mistura, dissolucdo, granulacao, fabricacdo de drageas, levi-
gacao, emulsificacdo, encapsulamento, aprisionamento ou liofilizagao .
As composigbes farmacéuticas podem ser formuladas de maneira
convencional usando um ou mais veiculos farmaceuticamente aceita-
veis que compreendem excipientes e/ou auxiliares que facilitam o pro-
cessamento dos conjugados em preparagdes que podem ser usadas
farmaceuticamente. E claro, a formulacdo apropriada depende da via
de administracido escolhida.
[00428] As composi¢des farmacéuticas adequadas para uso injeta-
vel incluem solucdes aquosas estéreis (quando soluveis em agua) ou
dispersdes e pos estéreis para a preparacao extemporanea de solu-
cdes ou dispersoes injetaveis estéreis. Para administracdo intraveno-
sa, veiculos adequados incluem salina fisiolégico, agua bacteriostatica,
Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) ou solugcdo salina tampona-
da com fosfato (PBS). Em todos os casos, a composi¢cao deve ser es-
téril e deve ser fluida na medida em que exista uma facil seringabilida-

de. Deve ser estavel nas condi¢des de fabricagcdo e armazenamento e
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deve ser preservada contra a acdo contaminante de microrganismos
tais como bactérias e fungos. O veiculo pode ser um solvente ou meio
de dispersao contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo,
glicerol, propileno glicol e polietileno glicol liquido e semelhantes) e
suas misturas adequadas. A fluidez adequada pode ser mantida, por
exemplo, pelo uso de um revestimento tal como a lecitina, pela manu-
tencdo do tamanho de particula necessario no caso de dispersao e
pelo uso de tensoativos. A prevencido da agao de microrganismos po-
de ser alcancada por varios agentes antibacterianos e antifungicos,
por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timero-
sal e semelhantes. Em muitos casos, sera preferivel incluir na compo-
sicdo agentes isotonicos, por exemplo, agucares, polialcoois tais como
manitol e sorbitol e cloreto de sddio. A absorcdo prolongada das com-
posicdes injetaveis pode ser conseguida incluindo na composi¢do um
agente que retarda a absorcdo, por exemplo, monoestearato de alu-
minio e gelatina.

[00429] As solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas pela
incorporacao dos conjugados na quantidade necessaria em um sol-
vente apropriado com um ou uma combinag¢do dos ingredientes enu-
merados acima, conforme necessario, seguido de esterilizagdo por fi-
tracdo. Geralmente, as dispersdes sao preparadas incorporando 0s
conjugados em um veiculo estéril que contém um meio de dispersao
basico e os outros ingredientes necessarios daqueles enumerados
acima. No caso de pds estéreis para a preparacado de solugdes injeta-
veis estéreis, os métodos de preparacao sdo secagem a vacuo e liofili-
zacao que produz um pé do ingrediente ativo mais qualquer ingredien-
te adicional desejado a partir de uma solugao previamente esterilizada
por filtracdo do mesmo.

[00430] As composicdes orais geralmente incluem um diluente iner-

te ou um veiculo comestivel farmaceuticamente aceitavel. Elas podem
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ser colocados em capsulas de gelatina ou prensadas em comprimidos.
Para fins de administragao terapéutica oral, os conjugados podem ser
incorporados com excipientes e usados na forma de comprimidos,
drageas ou capsulas. As composic¢oes orais também podem ser prepa-
radas usando um veiculo fluido para uso como enxaguante bucal, em
que os conjugados no veiculo fluido sdo aplicados oralmente e aspira-
dos e expectorados ou deglutidos. Agentes de ligagado farmaceutica-
mente compativeis e/ou materiais adjuvantes podem ser incluidos co-
mo parte da composicdo. Os comprimidos, pilulas, capsulas, pastilhas
e semelhantes podem conter qualquer um dos seguintes ingredientes,
ou compostos de natureza semelhante: um aglutinante tal como celu-
lose microcristalina, goma de tragacanto ou gelatina; um excipiente tal
como amido ou lactose, um agente desintegrante tal como acido algi-
nico, Primogel ou amido de milho; um lubrificante tal como estearato
de magnésio ou Sterotes; um deslizante tal como dioxido de silicio co-
loidal; um agente edulcorante tal como sacarose ou sacarina; ou um
agente aromatizante tal como hortela-pimenta, salicilato de metila ou
aromatizante de laranja.

[00431] Para administragdo por inalacdo, os conjugados sao distri-
buidos na forma de um spray aerossol de um recipiente ou dispensa-
dor pressurizado, que contém um propulsor adequado, por exemplo,
um gas tal como dioxido de carbono ou um nebulizador.

[00432] A administracdo sistémica também pode ser por via trans-
mucosa ou transdérmica. Para administragdo transmucosa ou trans-
dérmica, penetrantes apropriados para a barreira a ser permeada sdo
usados na formulacédo. Tais penetrantes sdo geralmente conhecidos
na técnica e incluem, por exemplo, para administracdo transmucosa,
detergentes, sais biliares e derivados de acido fusidico. A administra-
cao transmucosa pode ser realizada através do uso de sprays nasais

ou supositorios. Para administracédo transdérmica, os conjugados siao
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formulados em unguentos, pomadas, géis ou cremes como geralmente
conhecido na técnica.

[00433] Os conjugados podem ser preparados com veiculos farma-
ceuticamente aceitaveis que protegerao os conjugados contra a elimi-
nacao rapida do corpo, como uma formulacao de liberagcédo controlada,
incluindo implantes e sistemas de liberacdo microencapsulados. Poli-
meros biodegradaveis e biocompativeis podem ser usados, tal como
acetato de vinil etileno, polianidridos, acido poliglicélico, colageno, po-
liortoésteres e acido polilatico. Os métodos para a preparacédo de tais
formulacdes serao evidentes para aqueles versados na técnica.
[00434] Pode ser especialmente vantajoso formular composicdes
orais ou parenterais em forma de unidade de dosagem para facilidade
de administracdo e uniformidade de dosagem. A forma de unidade de
dosagem como aqui utilizada se refere a unidades fisicamente discre-
tas adequadas como dosagens unitarias para o individuo a ser tratado;
cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de conjuga-
dos pode ser calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em
associacdo com o veiculo farmacéutico necessario. A especificacido
para as formas unitarias de dosagem da descricdo é ditada e direta-
mente dependente das caracteristicas unicas dos conjugados e do
efeito terapéutico particular a ser alcancado.

[00435] Em aplicagbes terapéuticas, as dosagens das composi¢des
farmacéuticas utilizadas de acordo com a descrigdo variam dependen-
do do agente, idade, peso, e condicao clinica do paciente receptor, € a
experiéncia e julgamento do clinico ou profissional que administra a
terapia, entre outros fatores que afetam a dosagem selecionada. Ge-
ralmente, a dose deve ser suficiente para resultar no abrandamento, e
preferivelmente na regressdo dos sintomas da doenca e também pre-
ferivelmente causando a regressao completa da doenca.

[00436] E entendido que as composi¢cdes farmacéuticas podem ser
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incluidas em um recipiente, embalagem ou dispensador juntamente
com instru¢des para administracao.

Métodos de Uso

[00437] Em algumas modalidades, a presente descricao fornece um
método de tratamento ou prevencado de uma doenga ou disturbio em
um individuo necessitado, compreendendo administrar ao individuo
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um conjugado aqui des-
crito.

[00438] Em algumas modalidades, a presente descri¢do fornece um
meétodo de tratamento de uma doenca ou disturbio em um individuo
necessitado, compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um conjugado aqui descrito

[00439] Em algumas modalidades, a presente descricao fornece um
método para ativar ou potencializar uma atividade de um STING em
um individuo, compreendendo administrar ao individuo um conjugado
aqui descrito.

[00440] Em algumas modalidades, a presente descricdo se refere a
um método de tratamento de um cancer em um individuo necessitado,
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade eficaz de um
conjugado aqui descrito.

[00441] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece um
conjugado aqui descrito para uso no tratamento ou prevencao de uma
doenca ou disturbio em um individuo necessitado.

[00442] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece um
conjugado aqui descrito para uso no tratamento de uma doenga ou
disturbio em um individuo necessitado.

[00443] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece um
conjugado aqui descrito para o tratamento de uma doenca ou disturbio
mediado por STING em um individuo.

[00444] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
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uso de um conjugado aqui descrito para o tratamento de um cancer
em um individuo necessitado.

[00445] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito na fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de uma doenca ou disturbio em um individuo neces-
sitado.

[00446] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito na fabricacdo de um medicamento
para tratar ou prevenir uma doenca ou disturbio em um individuo ne-
cessitado.

[00447] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito na fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de uma doenca ou disturbio mediado por STING em
um individuo.

[00448] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito na fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de um cancer em um individuo necessitado.

[00449] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito para o tratamento ou prevencao de
uma doenca ou disturbio em um individuo em necessidade do mesmo.
[00450] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito para o tratamento de uma doencga
ou disturbio em um individuo necessitado.

[00451] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito para o tratamento de uma doencga
ou disturbio mediado por STING em um individuo.

[00452] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito para tratamento de um cancer em
um individuo necessitado.

[00453] Em algumas modalidades, o conjugado aqui descrito é ad-
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ministrado ao individuo.

[00454] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece um
método de tratamento ou prevencado de uma doenga ou disturbio em
um individuo necessitado, compreendendo administrar ao individuo
uma quantidade eficiente de pelo menos um conjugado da descricéo;
em que o referido conjugado libera um ou mais agentes terapéuticos
depois da biodegradacéo.

[00455] Em algumas modalidades, a presente descricdo fornece um
meétodo de tratamento de uma doencga ou disturbio em um individuo
necessitado, compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
eficiente de pelo menos um conjugado da descricdo; em que o referido
conjugado libera um ou mais agentes terapéuticos depois da biode-
gradacao.

[00456] Em algumas modalidades, na presente descri¢do, o conju-
gado é um conjugado anticorpo-agonista STING. Em algumas modali-
dades, a doenca ou disturbio € cancer.

[00457] Em algumas modalidades, a descricdo fornece métodos de
tratamento ou prevencdo de doencas e disturbios mediados por
STING. Doencas/disturbios exemplificadores incluem, mas n&o estao
limitados a cancer, doencga infecciosa (por exemplo, HIV, HBV, HCV,
HPV e influenza) e adjuvante de vacina.

[00458] Em algumas modalidades, a via de STING pode induzir
imunidade antitumoral regulando positivamente os genes estimulados
por IFNB e interferon (IFN) (ISGs) em muitos tipos de células dentro de
tumores em resposta a acidos nucleicos citosolicos agonisticos.
[00459] Em algumas modalidades, a presente descricao fornece um
conjugado aqui descrito para uso como adjuvante de vacina. Portanto,
também € fornecida uma composicdo imunogénica ou adjuvante de
vacina que compreende um conjugado aqui descrito.

[00460] Em algumas modalidades, € fornecida uma composicéo
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que compreende um conjugado aqui descrito € um ou mais agentes
imunoestimuladores.

[00461] Em algumas modalidades, a presente descrigcdo fornece o
uso de um conjugado aqui descrito, na fabricacdo de uma vacina. Em
algumas modalidades, a presente descricao fornece o uso de um con-
jugado aqui descrito, para a fabricagdo de uma composi¢ao imunogé-
nica ou uma composicdo de vacina que compreende um antigeno ou
composicao antigénica, para o tratamento ou prevencéo de doencgas.
[00462] Em algumas modalidades, a descricdo € direcionada a um
método de tratamento ou prevencdo de doencas compreendendo a
administragdo a um individuo humano que sofre de ou é suscetivel a
doenga, uma composi¢cao imunogénica ou uma composi¢cdo de vacina
ge compreende um antigeno ou composi¢cao antigénica e um conjuga-
do aqui descrito.

[00463] Em algumas modalidades, a doenca ou disturbio € uma in-
flamacéo, uma doencga autoimune, uma doencga alérgica, uma doenca
infecciosa, uma infecgao por HIV, uma infec¢céo por AIDS, uma infec-
cao por HCV, influenza ou uma infecgdo por papilomavirus humano
(HPV). O escopo das doengas sera prontamente reconhecido por um
especialista na area. Em algumas modalidades, essas doencas estao
descritas no Pedido PCT No. PCT/US2020/044538, cujo conteudo es-
ta aqui incorporado por referéncia em sua totalidade.

[00464] Conforme usadas aqui, as expressodes "cancer", "neoplasia"
e "tumor" s&o usadas alternativamente e tanto no singular quanto no
plural, se referem as células que tenham sofrido uma transformacéo
maligna que as torna patologicas para o organismo hospedeiro. Célu-
las de cancer primario podem ser prontamente distinguidas de células
nao cancerosas por técnicas bem estabelecidas, particularmente exa-
me histoldgico. A definicdo de uma célula de cancer, como usada aqui,

inclui ndo apenas uma célula de cancer primario, mas qualquer célula
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derivada de uma célula de cancer ancestral. Quando é feita referéncia
a um tipo de cancer que normalmente se manifesta como um tumor
sélido, um tumor "clinicamente detectavel" é aquele que é detectavel
com base na massa do tumor; por exemplo, pelos procedimentos tais
como tomografia computadorizada (CT), ressonancia magnética (MRI),
raios-X, ultrassom ou palpacdo no exame fisico e/ou que é detectavel
devido a expressao de um ou mais antigenos especificos do cancer
em uma amostra obtida de um paciente. Os tumores podem ser um
cancer hematopoiético (ou hematolégico ou relacionado ao sangue),
por exemplo, canceres derivados de células sanguineas ou células
imunes, que podem ser referidos como "tumores liquidos". Exemplos
especificos de condi¢gdes clinicas baseadas em tumores hematologi-
cos incluem leucemias, tais como leucemia mielocitica crénica, leuce-
mia mielocitica aguda, leucemia linfocitica crénica e leucemia linfociti-
ca aguda; malignidades de células plasmaticas tais como mieloma
multiplo, MGUS e macroglobulinemia de Waldenstrom; linfomas tais
como linfoma n&do-Hodgkin, linfoma de Hodgkin; e semelhantes.
[00465] Em algumas modalidades, a doenga ou disturbio € uma
sindrome pré-cancerosa.

[00466] O conjugado da presente descricdo pode ser usado para
tratar a inflamacao de qualquer tecido e érgao do corpo, incluindo in-
flamacdo musculoesquelética, inflamagao vascular, inflamagao neural,
inflamacgé&o do sistema digestivo, inflamacgéo ocular, inflamagao do sis-
tema reprodutivo e outras inflamacdes. O escopo das doencas sera
prontamente reconhecido por um especialista na area. Em algumas
modalidades, essas doencas sao descritas no Pedido PCT No.
PCT/US2020/044538, cujo conteudo esta aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade.

[00467] Exemplos de doencgas e condicbes de cancer em que 0O

conjugado da presente descricdo pode ter efeitos antitumorais poten-
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cialmente benéficos incluem, mas ndo estdo limitados a, cancer de
pulmao, o0sso, pancreas, pele, cabeca, pescogo, utero, ovarios, esto-
mago, célon, mama, esdfago, biliar, intestino delgado, intestino, siste-
ma endaocrino, glandula tireoide, glandula paratiredide, glandula adre-
nal, uretra, prostata, pénis, testiculos, ureter ou urotelial, bexiga, rim ou
figado; cancer retal; cancer da regido anal; carcinomas das trompas de
Falopio, endométrio, colo do utero, vagina, vulva, pelve renal, células
renais; sarcoma de tecidos moles; mixoma; rabdomioma; fibroma; li-
poma; teratoma; colangiocarcinoma; hepatoblastoma; angiossarcoma;
hemangioma; hepatoma; fibrossarcoma; condrossarcoma; mieloma;
leucemia crénica ou aguda; linfomas linfociticos; linfoma primario do
SNC; neoplasias do SNC; tumores do eixo espinhal; carcinomas de
células escamosas; sarcoma sinovial; mesoteliomas pleurais malignos;
glioma do tronco cerebral; adenoma pituitario; adenoma brdnquico;
hamartoma condromatoso; mesotelioma; Doenca de Hodgkin ou uma
combinagao de um ou mais dos canceres anteriores.

[00468] Em algumas modalidades, a doenga ou disturbio € um tu-
mor sélido. Em um aspecto, o tumor € selecionado entre cancer de
cabecga e pescocgo, cancer gastrico, melanoma, carcinoma de células
renais (RCC), cancer de esbfago, cancer biliar, carcinoma de pulmao
de células ndo pequenas (NSCLC), cancer de préstata, cancer colorre-
tal (CRC), cancer do colon, cancer do ovario, cancer do endomeétrio,
cancer urotelial, cancer do colo do utero, cancer da bexiga, cancro da
tiroide papilar, cancro das células renais papilares, colangiocarcinoma,
cancer do ducto salivar, cancer do rim, cancer do colo do utero e can-
cer de pancreas. Em algumas modalidades, o humano tem um tumor
liquido, tal como linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), mielo-
ma multiplo, leucemia linfoblastica crénica (CLL), linfomma folicular, leu-
cemia mieldide aguda, e leucemia mieldide crénica. Em algumas mo-

dalidades, a doenga ou disturbio € um céncer de pele (por exemplo,
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cancer de pele ndo melanoma, carcinoma de células escamosas, car-
cinoma de células basais) ou ceratose actinica. Além de um efeito de
campo para limpar canceres de pele superficiais, o conjugado da pre-
sente descricdo pode prevenir o desenvolvimento de canceres de pele
subsequentes e queratose actinica pré-maligna em individuos trata-
dos.

[00469] Em algumas modalidades, a doenga ou disturbio é cancer
de bexiga, cancer de mama, cancer colorretal, cancer de colon, cancer
de endométrio, cancer gastrico, cancer de esdfago, cancer biliar, can-
cer urotelial, carcinoma escamoso de cabecga e pescoco, melanoma,
cancer nao pequeno cancer de pulméao celular, cancer de ovario ou
cancer de pancreas. Em algumas modalidades, a doencga ou disturbio
€ cancer de mama, cancer gastrico, cancer colorretal, cancer de colon,
cancer de esdfago, cancer biliar, cancer endometrial, cancer urotelial
ou cancer de pulmao de células ndo pequenas.

[00470] Em algumas modalidades, o cancer de mama € cancer de
mama com amplificado/superexpresso ou cancer de mama com HER2
baixo.

[00471] Em algumas modalidades, o cancer endometrial € cancer
endometrial seroso.

[00472] O conjugado da presente descricdo também pode ser util
no tratamento de uma ou mais doengas que afligem mamiferos que
sao caracterizadas por proliferacdo celular na area de disturbios asso-
ciados a neovascularizacdo e/ou permeabilidade vascular, disturbios
fibroticos e disturbios metabdlicos disturbios. O escopo das doencas
sera prontamente reconhecido por aquele especialista na area. Em
algumas modalidades, essas doencgas sao descritas no Pedido PCT N°
PCT/US2020/044538, cujo conteudo esta aqui incorporado por refe-
réncia em sua totalidade.

[00473] Em algumas modalidades, a doencga ou disturbio € uma do-
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enca neurodegenerativa. Exemplos de doencas neurodegenerativas
incluem, mas nao estio limitados a esclerose multipla, doenca de Hun-
tington, doenca de Alzheimer, doenga de Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica (ELA). O escopo das doencas sera prontamente reconhe-
cido por um especialista na area. Em algumas modalidades, essas do-
encas sdao como descritas nos Pedidos Provisorios US Nos.
62/882.081, 62/944.643 e 62/982.935, cujos conteudos estdo aqui in-
corporados por referéncia em sua totalidade.

[00474] Em algumas modalidades, a doencga ou disturbio € uma do-
enca infecciosa, que é qualquer doencga instigada por ou coincidente
com uma infecgdo por um patdégeno, derivada de bactérias, derivada
das familias de virus DNA ou familias de virus RNA. O escopo das do-
encas sera prontamente reconhecido por um especialista na area. Em
algumas modalidades, essas doengas s&o descritas no Pedido PCT
No. PCT/US2020/044538, cujo conteudo esta aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade.

[00475] Os conjugados da presente descricdo podem ser emprega-
dos sozinhos ou em combinacdo com outros agentes terapéuticos.
Como moduladores da resposta imune, os conjugados da presente
descricdo também podem ser usados em monoterapia ou em combi-
nacao com outro agente terapéutico no tratamento de doencas e con-
dicbes em que a modulacdo de STING é benéfica. As terapias de
combinagao de acordo com a presente descricdo compreendem assim
a administracdo de um conjugado da presente descricdo ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo e pelo menos um outro agente
terapeuticamente ativo. Em algumas modalidades, terapias de combi-
nacdo de acordo com a presente descricido compreendem a adminis-
tracdo de pelo menos um conjugado da presente descrigdo ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo e pelo menos um outro agente

terapéutico. Os conjugados da presente descricdo e seus sais farma-
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ceuticamente aceitaveis, e os outros agentes terapéuticos podem ser
administrados juntos em uma unica composicéo farmacéutica ou sepa-
radamente e, quando administrados separadamente, isso pode ocorrer
simultaneamente ou sequencialmente em qualquer ordem. As quanti-
dades do(s) conjugado(s) da presente descricao e seus sais farmaceu-
ticamente aceitaveis, e os outros agentes terapéuticos e os tempos
relativos de administracdo serdo selecionados para alcancar o efeito
terapéutico combinado desejado. Assim, em um aspecto adicional, é
fornecida uma combinagdo que compreende um conjugado da presen-
te descricdo ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, junta-
mente com um ou mais outros agentes terapéuticos.

[00476] O conjugado da presente descricao e seus sais farmaceuti-
camente aceitaveis podem ser usados em combinacdo com um ou
mais outros agentes terapéuticos que podem ser uteis na prevencao
ou tratamento de doencas alérgicas, doencas inflamatérias ou doen-
cas autoimunes, por exemplo; imunoterapia antigénica, anti-
histaminicos, esterdides, NSAIDs, broncodilatadores, metotrexate,
moduladores de leucotrienos, terapia com anticorpos monoclonais, te-
rapias com receptores ou imunoterapias nao especificas com antige-
no.

[00477] O conjugado da presente descricao e seus sais farmaceuti-
camente aceitaveis podem ser usados em combinagdo com radiotera-
pia e/ou cirurgia e/ou pelo menos um outro agente terapéutico que po-
de ser util no tratamento de céncer e sindromes pré-cancerosas.
Qualquer agente antineoplasico, antimicrotubulo, agente antimitético,
hormonio, inibidor da via de transducao de sinal de analogos hormo-
nais, proteina tirosina quinase ou agente terapéutico antiangiogénico,
pode ser utilizado na combinacdo. O escopo dos outros agentes tera-
péuticos sera prontamente reconhecido por um especialista na area.

Em algumas modalidades, o outro agente terapéutico € conforme des-
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crito no Pedido PCT N° PCT/US2020/044538, cujo conteudo é aqui
incorporado por referéncia em sua totalidade.

[00478] Agentes usados em regimes imunoterapéuticos, agentes
terapéuticos usados em regimes pré-apoptoéticos ou inibidores de sina-
lizacdo do ciclo celular também podem ser uteis em combinagdo com
o conjugado da presente descrigcao.

[00479] Em algumas modalidades, a combinag¢ao da presente des-
cricdo compreende um conjugado da presente descricdo ou um sal,
particularmente um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, e pelo
menos um agente antineoplasico, antimicrotubulo, agente antimitético,
horménio, analogos hormonais inibidores da via de transdugao de si-
nal, proteina tirosina quinase ou agente terapéutico antiangiogénico,
ou uma combinacéo destes.

[00480] Exemplos adicionais de outros agentes terapéuticos (por
exemplo, agente antineoplasico) para uso em combinagdo ou coadmi-
nistrado com um conjugado da presente descricdo ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel do mesmo sao imunomoduladores.

[00481] Em algumas modalidades, a combinag¢ao da presente des-
cricdo compreende um conjugado da presente descricdo ou um sal,
particularmente um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, e pelo
menos um imunomodulador ou pelo menos um agente imunoestimula-
dor.

[00482] Tal como aqui utilizado, "imunomoduladores" se referem a
qualquer substancia incluindo anticorpos monoclonais que afetem o
sistema imunoldgico. Os imunomoduladores podem ser usados como
agentes antineoplasicos para o tratamento do cancer. Por exemplo, os
imunomoduladores incluem, mas nao estao limitados a, anticorpos an-
ti-CTLA-4 e anticorpos anti-PD-1. Outros imunomoduladores incluem,
mas nao estdo limitados a, anticorpos para ICOS, anticorpos para OX-

40, anticorpos para PD-L1, anticorpos para LAGS3, anticorpos para
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TIM-3, anticorpos para 41BB e anticorpos para GITR.

[00483] Exemplos adicionais de outros agentes terapéuticos (agen-
te antineoplasico) para uso em combinag¢do ou coadministrados com
um conjugado da presente descricdo sdo agentes anti-PD-L1 (ou seja,
anticorpos anti-PD-L1) ou antagonistas de PD-1.

[00484] Assim, em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de um humano necessitado compreendendo a adminis-
tragcdo de um conjugado da presente descricdo ou um sal do mesmo e
pelo menos um imunomodulador. Em algumas modalidades, o imuno-
modulador é selecionado entre um anticorpo agonista de ICOS, um
anticorpo para OX-40 e um anticorpo para PD-1. Em algumas modali-
dades, o humano tem cancer. Também é fornecido aqui o uso de um
conjugado da presente descricdo ou um sal do mesmo em combina-
cao com pelo menos um imunomodulador para o tratamento de um
humano necessitado.

[00485] Como usado aqui, "agente imunoestimulador" se refere a
qualquer agente que possa estimular o sistema imunolégico. Como
usado aqui, os agentes imunoestimuladores incluem, mas nao estao
limitados a adjuvantes de vacina, tais como agonistas de receptores
do tipo Toll, bloqueadores de checkpoint de células T, tais como mAbs
para PD-1 e CTL4 e agonista de checkpoint de células T, tais como
mAbs agonistas para OX-40 e ICOS. Como usado aqui, "agente imu-
noestimulador" se refere a qualquer agente que possa estimular o sis-
tema imunolégico. Como usado aqui, os agentes imunoestimuladores
incluem, mas nao estéo limitados a, adjuvantes de vacina.

[00486] A expressao "receptor do tipo Toll" (ou "TLR" ), como usada
aqui, se refere a um membro da familia de proteinas receptoras do tipo
Toll ou seu fragmento que detecta um produto microbiano e/ou inicia
uma resposta imune adaptativa. Em algumas modalidades, um TLR

ativa uma célula dendritica (DC). Os receptores do tipo Toll (TLRs) sao
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uma familia de receptores de reconhecimento de padrbes que foram
inicialmente identificados como sensores do sistema imunolégico inato
que reconhecem patdégenos microbianos. Os TLRs reconhecem estru-
turas distintas em microbios, muitas vezes referidas como "PAMPs"
(padrdes moleculares associados a patdogenos). A ligacédo do ligante a
TLRs invoca uma cascata de vias de sinalizagao intracelular que indu-
zem a produgao de fatores envolvidos na inflamagao e imunidade.
[00487] Em algumas modalidades, o agente imunoestimulador para
uso em combinacdo com o conjugado da presente descricdo € um
agonista de TLRA4.

[00488] Assim, em algumas modalidades, sdo fornecidos métodos
de tratamento de um humano necessitado compreendendo administrar
um conjugado da presente descricdo ou um sal do mesmo e pelo me-
nos um agente imunoestimulador. Em algumas modalidades, o agente
imunoestimulador € um agonista de TLR4. Em algumas modalidades,
o agente imunoestimulador € um AGP. Em algumas modalidades, o
humano tem cancer. Também é fornecido aqui a utilizacdo de um con-
jugado da presente descricdo ou seu sal em combinacdo com pelo
menos um agente imunoestimulador para o tratamento de um humano
necessitado.

[00489] Além dos agentes imunoestimuladores descritos acima, as
composicdes da presente descricdo podem ainda compreender outros
agentes terapéuticos que, devido a sua natureza adjuvante, pode atuar
para estimular o sistema imunoldgico a responder aos antigenos de
cancer presentes nas ceélulas de tumor inativadas. Tais adjuvantes in-
cluem, mas nao estao limitados a lipidios, lipossomas, bactérias inati-
vadas que induzem a imunidade inata (por exemplo, Listeria mono-
cytogenes inativada ou atenuada), composi¢cdes que medeiam a ativa-
¢ao da via imune inata, receptores do tipo (NOD) (NLRs), receptores

do tipo (RIG)-I (RLRs) baseados em gene induzivel por acido retiboico

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 228/415



217/319

e/ou receptores de lectina tipo C (CLRs).

[00490] Devido as suas qualidades adjuvantes, os agonistas de
TLR podem ser usados em combina¢des com outras vacinas, adjuvan-
tes e/ou moduladores imunoldgicos e podem ser combinados em va-
rias combinag¢des. Em algumas modalidades, o conjugado da presente
descricdo se liga a STING e induz a ativacdo de TBKI dependente de
STING e uma célula tumoral inativada que expressa e secreta uma ou
mais citocinas que estimulam a indugao, recrutamento e/ou maturacéo
de DC, como aqui descrito, pode ser administrado em conjunto com
um ou mais agonistas de TLR para fins terapéuticos.

[00491] Outros ingredientes ativos (agentes antineoplasicos) para
uso em combinagao ou coadministrados com o conjugado da presente
descricdo sio inibidores de IDO.

[00492] Em algumas modalidades, o conjugado da descricdo pode
ser empregado em combinagdo com pelo menos um outro agente te-
rapéutico util na prevencgao ou tratamento de doencgas infecciosas, in-
fecgdes bacterianas, infecgdes virais, infeccdes por herpesvirus asso-
ciado ao sarcoma de Kaposi, infeccdes por TB, clamidia , infecgao por
Plasmodium, infec¢des por estafilococos, esclerose lateral amiotrofica
(ELA), esclerose multipla, lupus eritematoso sistémico e disturbios re-
lacionados ao lupus, psoriase ou sindrome de Sjogren.

[00493] Os conjugados da descricdo podem ser administrados por
qualquer via de administracdo adequada, incluindo administragcao sis-
témica e administracédo topica. A administracdo sistémica inclui admi-
nistragcdo oral, administracdo parenteral, administragdo transdérmica,
administracao retal e administracao por inalagédo. A administracdo pa-
rentérica se refere a vias de administragcado diferentes da enteral,
transdérmica ou por inalagdo, e é tipicamente por injecdo ou infusdo. A
administragdo parenteral inclui injegdo ou infusdo intravenosa, intra-

muscular e subcuténea. A inalagédo se refere a administragado nos pul-
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mdes do paciente inalados pela boca ou pelas fossas nasais. A admi-
nistracao topica inclui a aplicagao na pele.

[00494] Além das vias de administracdo descritas acima adequadas
para tratamento em oncologia, as composi¢cdes farmacéuticas podem
ser adaptadas para administracido por injecdo intratumoral ou peri-
tumoral. E esperado que a injecdo intratumoral ou peri-tumoral de um
conjugado da presente descricao diretamente em ou adjacente a um
unico tumor soélido desencadeie uma resposta imune que pode atacar
e destruir células de cancer em todo o corpo, reduzindo substancial-
mente e em alguns casos eliminando permanentemente o tumor de o
individuo doente. A ativagdo do sistema imunoldogico dessa maneira
para matar tumores em um sitio remoto € comumente conhecida como
efeito abscopal e foi demonstrada em animais com multiplas modali-
dades terapéuticas. Uma vantagem adicional da administracdo local
ou intratumoral ou peri-tumoral é a capacidade de obter eficacia equi-
valente em doses muito mais baixas, minimizando ou eliminando even-
tos adversos que podem ser observados em doses sistémicas muito
mais altas.

[00495] Os conjugados da descricdo podem ser administrados uma
vez ou de acordo com um regime de dosagem em que varias doses
sdo administradas em varios intervalos de tempo por um determinado
periodo de tempo. Por exemplo, as doses podem ser administradas
uma, duas, trés ou quatro vezes por dia. As doses podem ser adminis-
tradas até que o efeito terapéutico desejado seja alcangcado ou indefi-
nidamente para manter o efeito terapéutico desejado. Regimes de do-
sagem adequados para um conjugado da descricdo dependem das
propriedades farmacocinéticas desse conjugado, tais como absorcéo,
distribuicdo e meia-vida, que podem ser determinadas por aquele ver-
sado na técnica. Além disso, regimes de dosagem adequados, incluin-

do a duracdo em que tais regimes sao administrados, para um conju-
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gado da descricao dependem da doencga ou disturbio a ser tratado, da
gravidade da doenca ou disturbio a ser tratado, da idade e condicao
fisica do paciente a ser tratado, do histérico médico do paciente a ser
tratado, da natureza da terapia concomitante, do efeito terapéutico de-
sejado e de fatores semelhantes dentro do conhecimento e experién-
cia daquele versado na técnica. Sera ainda entendido por aqueles ver-
sados na técnica que os regimes de dosagem adequados podem exi-
gir um ajuste dada a resposta individual do paciente ao regime de do-
sagem ou ao longo do tempo conforme as necessidades individuais do
paciente mudam. As dosagens diarias totais variam de 1 mg a 2000
mg, preferivelmente, as dosagens diarias totais variam de 1 mg a 250
mg.

[00496] Para uso em terapia, os conjugados da descricdo serao
normalmente, mas ndo necessariamente, formulados em uma compo-
sicdo farmacéutica antes da administracdo a um paciente. Por conse-
guinte, a descricdo também € direcionada a composi¢cdes farmacéuti-
cas que compreendem um conjugado da descricao e pelo menos um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

[00497] As composicdes farmacéuticas da descricdo podem ser
preparadas e embaladas na forma a granel ou na forma de dosagem
unitaria. Para aplicacéo oral, por exemplo, um ou mais comprimidos ou
capsulas podem ser administrados. Uma dose da composigao farma-
céutica contém pelo menos uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um conjugado da presente descricdo (ou seja, um conjugado da
presente descricdo ou um sal, particularmente um sal farmaceutica-
mente aceitavel do mesmo). Quando preparadas na forma de dosa-
gem unitaria, as composicdes farmacéuticas podem conter de 1 mg a
1000 mg de um conjugado da presente descricao.

[00498] Conforme fornecido aqui, as formas de dosagem unitaria

(composicdes farmacéuticas) que compreendem de 1 mg a 1000 mg
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de um conjugado da descricdo podem ser administradas uma, duas,
trés ou quatro vezes por dia, preferivelmente uma, duas ou trés vezes
por dia, e mais preferivelmente, uma ou duas vezes por dia, para efe-
tuar o tratamento de uma doenca ou disturbio mediado por STING.
[00499] As composi¢des farmacéuticas da descricdo contém tipi-
camente um conjugado da descricdo. No entanto, em certas modali-
dades, as composicdes farmacéuticas da descricdo contém mais do
que um conjugado da descricdo. Além disso, as composi¢cdes farma-
céuticas da descricdo podem opcionalmente compreender ainda um
ou mais agentes terapéuticos adicionais (por exemplo, conjugados
farmaceuticamente ativos).

[00500] Como usado aqui, "excipiente farmaceuticamente aceitavel"
se refere a um material, composicdo ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel envolvido em dar forma ou consisténcia a composi¢éo far-
maceéutica. Cada excipiente deve ser compativel com os outros ingre-
dientes da composicao farmacéutica quando misturados, de modo que
sejam evitadas interacdes que reduziriam substancialmente a eficacia
do conjugado da descricdo quando administrado a um paciente e inte-
racbes que resultariam em composicdes farmacéuticas que nédo sao
farmaceuticamente aceitaveis. Além disso, cada excipiente deve, obvi-
amente, ser de pureza suficientemente alta para torna-lo farmaceuti-
camente aceitavel.

[00501] Os conjugados da descricdo e o0 excipiente ou excipientes
farmaceuticamente aceitaveis serao tipicamente formulados em uma
forma de dosagem adaptada para administracdo ao paciente pela via
de administragdo desejada. As formas de dosagem convencionais in-
cluem aquelas adaptadas para (1) administracdo oral, tal como com-
primidos, capsulas, drageas, pilulas, pastilhas, pds, xaropes, elixires,
suspensdes, solucdes, emulsdes e sachés; (2) administragcado parente-

ral, tal como solugdes estéreis, suspensdes e pos para reconstituicio;
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(3) administracao transdérmica tal como emplastros transdérmicos; (4)
administracao retal tal como supositorios; (5) inalacédo tal como aeros-
soéis e solugdes; e (6) administracao topica tal como cremes, pomadas,
logdes, solucdes, pastas, sprays, espumas e geéis.

[00502] Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados irdo
variar dependendo da forma de dosagem particular escolhida. Além
disso, excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados podem
ser escolhidos para uma funcdo particular ja que eles podem servir na
composicao. Por exemplo, certos excipientes farmaceuticamente acei-
taveis podem ser escolhidos por sua capacidade de facilitar a produ-
cao de formas de dosagem uniformes. Certos excipientes farmaceuti-
camente aceitaveis podem ser escolhidos por sua capacidade de facili-
tar a producado de formas de dosagem estaveis. Certos excipientes
farmaceuticamente aceitaveis podem ser escolhidos por sua capaci-
dade de facilitar o transporte do conjugado ou conjugados da descri-
¢ao uma vez administrados ao paciente, de um érgao ou parte do cor-
po para outro érgao ou parte do corpo. Certos excipientes farmaceuti-
camente aceitaveis podem ser escolhidos por sua capacidade de au-
mentar a adesao do paciente.

[00503] Excipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados in-
cluem os seguintes tipos de excipientes: diluentes, cargas, aglutinan-
tes, desintegrantes, lubrificantes, deslizantes, agentes de granulacgao,
agentes de revestimento, agentes umectantes, solventes, co-
solventes, agentes de suspensado, emulsificantes, adocantes, agentes
aromatizantes, agentes de mascaramento de sabor, agentes corantes,
agentes anti-aglomerantes, umectantes, agentes quelantes, plastifi-
cantes, agentes de aumento de viscosidade, antioxidantes, conservan-
tes, estabilizadores, tensoativos e agentes de tamponamento. Aquele
versado na técnica apreciara que certos excipientes farmaceuticamen-

te aceitaveis podem servir a mais de uma funcdo e podem servir a
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funcbes alternativas dependendo de quanto do excipiente esta presen-
te na formulacdo e quais outros ingredientes estido presentes na for-
mulacéo.

[00504] Aqueles versados na técnica possuem o conhecimento e a
habilidade na técnica para capacita-los a selecionar excipientes farma-
ceuticamente aceitaveis adequados em quantidades apropriadas para
uso na descricdo. Além disso, ha uma série de recursos que estéo
disponiveis para aquele versado na técnica que descrevem excipien-
tes farmaceuticamente aceitaveis e podem ser uteis na sele¢ao de ex-
cipientes farmaceuticamente aceitaveis adequados. Exemplos incluem
Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company),
The Handbook of Pharmaceutical Additives (Gower Publishing Limited)
e The Handbook of Pharmaceutical Excipients (American Pharmaceu-
tical Association e Pharmaceutical Press).

[00505] Em um aspecto, a descri¢ao € direcionada a uma forma de
dosagem oral solida, tal como um comprimido ou capsula que com-
preendem uma quantidade eficaz de um conjugado da descricdo e um
diluente ou carga. A forma de dosagem solida oral pode ainda com-
preender um desintegrante ou um lubrificante.

[00506] Sera entendido que os conjugados da presente descricdo
também podem ser formulados com vacinas como adjuvantes para
modular sua atividade. Tais composi¢cdes podem conter anticorpo (an-
ticorpos) ou fragmento(s) de anticorpo ou um componente antigénico,
opcionalmente em conjunto com um ou mais outros componentes com
atividade adjuvante.

[00507] Certos compostos e/ou conjugados da descricdo podem ser
imunomoduladores potentes e, consequentemente, deve-se ter cuida-
do em seu manuseio. Depois dessa descricao ter sido feita, os exem-
plos a seguir sdo oferecidos a titulo de ilustragcado e nao de limitacao.

[00508] Em algumas modalidades, o conjugado tem a Formula BB
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em que o conjugado compreende o anticorpo XMT-1519 que compre-
ende uma regidao determinante de complementaridade de cadeia pe-
sada variavel 1 (CDRH1) que compreende a sequéncia de aminoaci-
dos FTFSSYSMN (SEQ ID NO: 20); uma regidao determinante de com-
plementaridade de cadeia pesada variavel 2 (CDRH2) que compreen-
de a sequéncia de aminoacidos YISSSSSSTIYYADSVKG (SEQ ID
NO: 21); uma regido variavel determinante de complementaridade de
cadeia pesada 3 (CDRH3) que compreende a sequéncia de aminoaci-
dos GGHGYFDL (SEQ ID NO: 22); e uma regiao variavel determinante
de complementaridade da cadeia leve 1 (CDRL1) que compreende a
sequéncia de aminoacidos RASQSVSSSYLA (SEQ ID NO: 27); uma
regido variavel determinante de complementaridade de cadeia leve 2
(CDRL2) que compreendendo a sequéncia de aminoacidos GASSRAT
(SEQ ID NO: 28); e uma regiao variavel determinante de complemen-
taridade de cadeia leve 3 (CDRL3) que compreende a sequéncia de
aminoacidos QQYHHSPLT (SEQ ID NO: 29) e d+s € cerca de 8.

[00509] Em algumas modalidades, o conjugado tem a Férmula CC
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em que o conjugado compreende o anticorpo XMT-1535 compreen-
dendo: uma CDRH1 que compreende a sequéncia de aminoacidos
GYTFTGYNIH (SEQ ID NO: 5); uma CDRH2 que compreende a se-
quéncia de aminoacidos AIYPGNGDTSYKQKFRG (SEQ ID NO: 6);
uma CDRH3 que compreende a sequéncia de aminoacidos GETA-
RATFAY (SEQ ID NO: 7); uma CDRL1 que compreende a sequéncia
de aminoacidos SASQDIGNFLN (SEQ ID NO: 8); uma CDRL2 que
compreende a sequéncia de aminoacidos YTSSLYS (SEQ ID NO: 9);
uma CDRL3 que compreende a sequéncia de aminoacidos QQYSKL-
PLT (SEQ ID NO: 10) e d1s é de cerca de 8.

[00510] Em algumas modalidades, um conjugado de Férmula BB ou
Férmula CC é util para tratar uma doencga ou disturbio em um individuo
necessitado, compreendendo administrar ao individuo uma quantidade
terapeuticamente eficaz do conjugado de Férmula BB ou Férmula CC.
Em algumas modalidades, a doenga ou disturbio € cancer.

[00511] Em algumas modalidades, para o conjugado de Férmula
BB, o cancer € cancer de mama, cancer gastrico, cancer colorretal,
cancer de esdfago, cancer biliar, cancer endometrial, cancer urotelial
ou cancer de pulméo de células ndo pequenas. Em algumas modali-

dades, o cancer de mama é cancer de mama com HER2 amplifica-
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do/superexpresso ou cancer de mama com HER2 baixo. Em algumas
modalidades, o cancer endometrial € cancer endometrial seroso.
[00512] Em algumas modalidades, o conjugado de Formula CC, é
util para o tratamento de um tumor que expressa NaPi2b em um indi-
viduo necessitado. Em algumas modalidades, o tumor que expressa
NaPi2b é cancer de ovario, cancer de pulmao de células nao peque-
nas (NSCLC), cancer papilar de tireoide, cancer de endométrio, colan-
giocarcinoma, cancer de células renais papilares, cancer renal de célu-
las claras, cancer de mama, cancer de rim, cancer de colo do utero ou
cancer de ducto salivar.

[00513] Em algumas modalidades, o individuo tem céancer epitelial
de ovario, cancer de trompa de Falopio, cancer peritoneal primario,
cancer de ovario resistente a platina, cancer NSCLC nao escamoso,
progressivo, refratario a iodo radioativo, doencga loco-regional recorren-
te ou metastatica, cancer papilar de tireoide ou cancer epitelial de en-
domeétrio.

[00514] Em algumas modalidades, o conjugado de Férmula BB é
util para tratar uma doenca ou disturbio em um individuo necessitado,
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade terapeuti-
camente eficaz do conjugado de Formula BB em combinacdo com um
ou mais agentes terapéuticos. Em algumas modalidades, o agente te-
rapéutico € um agente imunomodulador ou um agente imunoestimula-
dor. Em algumas modalidades, o agente imunomodulador € um anti-
corpo anti-CTLA-4, um anticorpo anti-PD-1, um anticorpo ICOS, um
anticorpo OX-40, um anticorpo PD-L1, um anticorpo LAG3, um anti-
corpo TIM-3, um anticorpo 41BB ou um anticorpo GITR.

[00515] Em algumas modalidades, o conjugado de Férmula BB é
util para tratar uma doenca ou disturbio em um individuo necessitado,
compreendendo administrar ao individuo uma quantidade terapeuti-

camente eficaz do conjugado de Formula BB em combinacdo com um
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ou mais anticorpos para HER2 que se ligam a um epitopo de HER2
diferente do anticorpo para HER2 XMT-1519. Em algumas modalida-
des, o anticorpo para HERZ2 que se liga a um HER2 diferente do anti-
corpo HER2 XMT-1519 é Trastuzumabe, pertuzumab, Fab37 ou
chA21.

EXEMPLOS

[00516] Os exemplos a seguir ilustram a descricdo. Estes exemplos
nao se destinam a limitar o escopo da presente descricdo, mas sim a
fornecer orientacdo para aquele versado na técnica para preparar e
usar os Compostos, composi¢cdes e métodos da presente descricio.
Embora modalidades particulares da presente descricdo sejam descri-
tas, aquele versado na técnica apreciara que varias mudancas € modi-
ficagcdes podem ser feitas sem se afastar do espirito e escopo da des-
cricao.

[00517] Sera entendido que certos Compostos da descricdo podem
ser imunomoduladores potentes e, consequentemente, deve-se ter
cuidado em seu manuseio.

[00518] As reacgdes aqui descritas sao aplicaveis para a producao
de Compostos da descricdo que possuem uma variedade de diferen-
tes grupos substituintes (por exemplo, R', R?, etc.), como definido
aqui. Aquele versado na técnica apreciara que, se um substituinte es-
pecifico ndo for compativel com os métodos sintéticos descritos aqui, o
substituinte pode ser protegido com um grupo protetor adequado que
seja estavel nas condi¢des de reacdo. Grupos de protecido adequados
e os meétodos para proteger e desproteger diferentes substituintes
usando tais grupos de protecdo adequados sao bem conhecidos por
aqueles versados na técnica; exemplos dos quais podem ser encon-
trados em TW Greene 'Protective Groups in Organic Synthesis' (42
edicdo, J. Wiley and Sons, 2006). Salvo indicacdo em contrario, todos

os materiais de partida foram obtidos de fornecedores comerciais e
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usados sem purificagao adicional.

Abreviagbes

[00519] As seguintes abreviagcdes sdo usadas nos esquemas de
reacao e exemplos sintéticos que se seguem. Esta lista ndo pretende
ser uma lista completa de abrevia¢gdes usadas no pedido como abrevi-
acdes padronizadas adicionais, que sao facilmente compreendidas por
aqueles versados na técnica da sintese organica, também podem ser

usados nos esquemas e exemplos sintéticos.

ACN Acetonitrila

CDI 1,1'-Carbonildiimidazol

DCC N,N’-diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DIPEA N,N,-diisopropiletilamina

DMA Dimetilacetamida

DMF Dimetilformamida

DMPA Acido dimetilolpropiénico

ESI lonizagao por eletropulverizacao

HATU Hexafluorfosfato de 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio

HIC Cromatografia de interagao hidrofébica

HOBt Hidroxibenzotriazol

MeoH Metanol

SEC Cromatografia por exclusao de tamanho

TFA Acido trifluoracético

THF Tetraidrofurano

PyBOP Hexafuorfosfato de (benzotriazol-1-

il6xi)tripirrolidinofosfénio
Informacées Gerais
[00520] Todos os reagentes foram adquiridos de fornecedores rele-

vantes, salvo indicacdo em contrario.
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[00521] O agonista de STING diABZI foi preparado como descrito
em Ramanjulu et al (Nature, 564(7736):439-443 (2018)).

[00522] XMT-1535 (anticorpo anti-NaPi2b) esta descrito no pedido
co-pendente US 15/457.574, depositado em 13 de marco de 2017, cu-
jo conteudo integral esta aqui incorporado por referéncia. XMT-1519
(anticorpo anti-Her2) esta descrito em US 9.555.112, publicado em 31
de janeiro de 2017 e US 9.738.720, publicado em 22 de agosto de
2017, cujos conteudos integrais estdo aqui incorporados por referén-
cia.

[00523] XMT-1535 AF-HPA ADC, DAR 5.9 e Rituximabe AF-HPA
ADC, DAR 5.5, foram preparados conforme descrito no pedido co-
pendente US 62/958.916, depositado em 9 de janeiro de 2020 e US
63/040.735, depositado 18 de junho de 2020, cujos conteudos inte-
grais estdo aqui incorporados por referéncia.

[00524] A purificacdo por HPLC foi realizada em uma coluna Phe-
nomenex Gemini 5 um C18110 A, 250 x 10 mm, semi-preparativa.
[00525] Quando aplicavel, o conteudo de farmaco dos conjugados
foi determinado por espectrofotometria, caso contrario RP-HPLC ou
LC/MS como realizados para determinacdo quantitativa do conteudo
de farmaco.

[00526] O conteudo de proteina dos conjugados anticorpo-farmaco
foi determinado por espectrofotometria ou por ELISA.

[00527] Os conjugados de anticorpo-farmaco, arcabougos que con-
tém o farmaco ou arcabougos de anticorpo foram purificados (ou seja,
remocgao de farmaco n&o reagido residual, anticorpo ndo conjugado,
enzimas ou materiais de partida) por diafiltracdo extensiva, cromato-
grafia CHT ou HIC, conforme necessario. Se necessario, a purificacido
adicional por SEC ou HIC foi conduzida para remover conjugados de
anticorpo-farmaco agregados. Em geral, os conjugados anticorpo-

farmaco, conforme purificados, continham <5% (p/p) (por exemplo,
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<2% (p/p)) de conjugados anticorpo-farmaco agregados conforme de-
terminado por SEC; <0. 5% (p/p) (por exemplo, <0,1% (p/p)) de farma-
co livre (ndo conjugado) conforme determinado por RP-HPLC e/ou LC-
MS/MS; <1% (p/p) de conjugado de farmaco livre conforme determina-
do por SEC e/ou RP-HPLC; e <10% (p/p) (por exemplo, <1% (p/p)) de
anticorpo nao conjugado ou fragmentos de anticorpo conforme deter-
minado por HIC-HPLC e/ou RP-HPLC. Os anticorpos reduzidos ou
parcialmente reduzidos foram preparados usando procedimentos des-
critos na literatura, veja, por exemplo, Francisco et al., Blood 102 (4):
1458-1465 (2003). A concentracao total de farmaco (conjugado e nao
conjugado) foi determinada por espectrofotometria UV-Vis ou RP-
HPLC.

[00528] Para determinar a concentragdo do farmaco livre em uma
amostra bioldgica, uma amostra acidificada foi tratada com acetonitrila.
O farmaco livre foi extraido e o sobrenadante de acetonitrila foi anali-
sado. Para determinar a concentracdo de agonista de STING conjuga-
do em uma amostra n&o clinica, a amostra foi submetida a imunocap-
tura usando esferas magnéticas de anticorpo anti-Fc humano seguida
de hidrodlise basica exaustiva. O sobrenadante de acetonitrila contendo
o farmaco liberado foi analisado por LC-MS/MS. O anticorpo total em
amostras n&o clinicas foi medido usando um imunoensaio MSD ECL.
[00529] A analise do farmaco livre foi conduzida por RP-HPLC
usando uma coluna C-4 e um gradiente de acetonitrila. As areas de
pico de MRM na espectrometria de massa em tandem foram integra-
das e comparadas com os padrdes de auristatina F (AF) e hidroxipropil
amida de auristatina F (AF-HPA). O método € quantitativo para AF-
HPA e AF em homogenatos de plasma e tecidos e linear nas faixas de
concentracao de 0,1 a 150 ng/mL. O farmaco total liberado apds hidro-
lise com NaOH foi medido na mesma condicdo com a faixa dinamica

entre 1 ng/mL a 5.000 ng/mL. Os padrées de anticorpo total variam
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entre 0,009 pg/mL a 20 ug/mL

[00530] A proporcao de farmaco para anticorpo (DAR) foi determi-
nada medindo a absor¢cdo dos conjugados. O valor de DAR foi calcu-
lado usando os coeficientes de extingdo molar apropriados do anticor-
po e a carga util do agonista de STING.

[00531] Os tumores foram medidos duas vezes por semana usando
paquimetros digitais e os volumes tumorais foram calculados usando a
formula: volume tumoral (mm?3) = (largura? x comprimento)/2. Os pesos
corporais foram registrados diariamente na primeira semana e duas
vezes por semana posteriormente. Os animais permaneceram em es-
tudo até o volume individual do tumor atingir = 1000 mm?3, = 1500 mm?3
ou conforme indicado. A alteracao percentual no peso corporal foi cal-
culada usando a formula: alteragédo do peso corporal (%) = ((peso <9 %
estudo X>_ negq dia do estudo 1)/negq dia do estudo 1) 100, Os volumes tumorais
sao relatados como média * erro padrdao da média (SEM). A inibicdo
do crescimento tumoral (%TGIl, tumor growth inhibition) foi definida
como a diferenga percentual nos volumes médios do tumor (MTVs)
entre os grupos tratado e de controle. O tamanho do tumor foi medido
ao longo de cada estudo de eficacia para determinar a inibicdo do
crescimento tumoral (TGl). O percentual de regressao do tumor foi
calculada usando a formula: % de regressdo = (1-(volume médio do
tumor®@)/ (volume médio do tumor %@ 1)) *100. Uma resposta parcial
(PR) é definida como um volume tumoral de 50% ou menos para o vo-
lume do dia 1 para trés medi¢cdes consecutivas e igual ou superior a
13,5 mm?3 para pelo menos uma dessas trés medigées. Uma resposta
completa (CR) é definida como um volume tumoral inferior a 13,5 mm?3
para trés medi¢cdes consecutivas. Uma sobrevida livre de tumor (TFS)
é classificada como tendo uma resposta completa (CR) no final do es-
tudo.

Exemplo 1: Sintese do Conjugado 8 de XMT-1519
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[00532] Parte A: A uma mistura do Composto 1 (preparado como
descrito em WO02017175147A1, 0,5 g, 0,64 mmol), Boc-L-Alanina
(0,242 g, 1,28 mmol), DMAP (7,8 mg, 0,064 mmol) e DCC (0,264 g,
1,28 mmol) foi adicionado DMF (2 mL). A suspensao foi agitada por
uma noite em temperatura ambiente, depois a solugao foi concentrada,
e o residuo foi purificado em gel de silica (0-40% MeOH em DCM) pa-
ra dar o Composto 2 como um solido amarelo claro (0,52 g, 85% de
rendimento). ESI-MS m/z Calculado para CseHssN13010 [M+H]": 952,4;
encontrado 952 ,4.

[00533] Parte B: A uma suspensdo de Composto 2 (0,52 g, 0,55
mmol) em dioxano (10 mL) foi adicionado 4 N HCI (2 mL, 8,19 mmol).

A mistura de reacgao foi agitada em temperatura ambiente por 2 h, de-

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 243/415



232/319

pois a suspensao foi concentrada e usada sem purificacdo adicional
na proxima etapa. Composto 3 foi obtido como um sdélido branco. ESI-
MS m/z Calculado para Cs1Hs0N130s [M+H]: 852,4; encontrado 852,3.
[00534] Parte C: A uma solugdo de Composto 3 (0,586 g, 0,661
mmol) em DMF (5 mL) foi adicionado acido 2,2-dimetil-4-ox0-3,8,11-
trioxa-5-azatetradecan-14-oico (0,202 g, 0,727 mmol), seguido por DI-
PEA (0,230 mL, 1,322 mmol). A mistura de reagao foi agitada em tem-
peratura ambiente por 5 min, depois HATU (0,376 g, 0,992 mmol) e
HOBt (0,153 g, 0,992 mmol) foram adicionados. A mistura de reagéo
foi agitada em temperatura ambiente por 2 h. Uma aliquota adicional
de DIPEA (0,460 mL, 2,6 mmol) foi adicionada. Depois de mais 1 hora,
a mistura de reagédo foi concentrada como um 6leo. O residuo foi puri-
ficado sobre gel de silica (0-40% MeOH em DCM) para fornecer o
Composto 4 (0,9 g, >95% de rendimento) como um sdélido branco. ESI-
MS m/z Calculado para Cs3zH71N14O13[M+H]: 1111,5; encontrado
1111,5.

[00535] Parte D: A uma suspensado de Composto 4 (0,9 g, 0,810
mmol) em dioxano (10 mL) foi adicionado 4 N HCI (3,04 mL, 12,15
mmol). A mistura de reagao foi agitada em temperatura ambiente por
1,5 h. A suspenséao foi concentrada para fornecer o Composto 5 como
um soélido incolor (0 56 g, 66 0% de rendimento). ESI-MS Calculado
para CagHs3N14011 [M+H]": 1011 5; encontrado 1011 4.

[00536] Parte E: A uma solucdo de Arcabouco 6 (100 mg, 0,072
mmol, preparado como descrito em PCT/US2018/06719) e Composto
5 (72,7 mg, 0,072 mmol) em DMF (2 mL) foram adicionados PyBOP
(837m5 mg, 0,072 mmol) e DIPEA (0,075 mL, 0,431 mmol). A mistura
de reacao foi agitada em temperatura ambiente 2 h, depois a solucao
foi concentrada, e o residuo foi purificado por HPLC preparativa (0-
80% ACN em agua) para fornecer o Composto 7 (109 mg, 64% de
rendimento). ESI-MS m/z Calculado para CiosH156N24041 [M+2H]?*:
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1192,5; encontrado 1192,5. Parte F: A uma solu¢cdo de XMT-1519 (10
mg, 0,069 pymol) em 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, pH 7 foi adicionado
TCEP (0,059 mg, 0,207 uymol) e a mistura foi agitada a 37°C por 90
minutos. Ao anticorpo reduzido foi adicionado o Composto 7 (0,987
mg, 0,414 pmol em 200 yL DMA). A mistura resultante foi agitada a
37°C por 60 minutos. A reacéao foi paralisada com cisteina(15 equiva-
lentes, 0,125 mg, 1,035 ymol em 125 puL de 50 mM HEPES, 1mM
EDTA, pH 7) e centrifugada em temperatura ambiente por 1 h. O Con-
jugado 8 resultante foi purificado por ultrafiltracdo ou cromatografia
CHT. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco 8-1 e 8-2 séo
dados abaixo. Conjugados 8-1 e 8-2 foram preparados como descrito
exceto que uma propor¢gdo maior de TCEP:mAb foi usada na sintese
de 8-2 em comparacao com 8-1 (4:1 vs 3:1) asim como uma proporgcao

maior de Composto 7 para mAb (8:1 vs 6:1).

Conjugado DAR
8-1 6,1
8-2 6,8

Exemplo 1a: Sintese do Conjugado de Trastuzumabe 8a
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[00537] O conjugado 8a foi preparado e caracterizado como des-

crito no Exemplo 1 exceto que Trastuzumabe foi usado ao invés de
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XMT-1519. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco 8a-1,

8a-2, e 8a-3 sao dados abaixo.

Conjugado DAR
8a-1 6,0
8a-2 7,0
8a-3 8,4

Exemplo 1b: Sintese do Conjugado 8b de XMT-1535, DAR 5,7
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[00538] O conjugado 8b foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 1 exceto que XMT-1535 foi usado ao invés de XMT-

1519. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco 8b-1, 8b-2 e

8b-3 sdo dados abaixo.

Conjugado DAR
8b-1 57
8b-2 6,6
8b-3 6,4

Exemplo 1c: Sintese do Conjugado 8c de Palivizumab

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 246/415




235/319

(o o/ OH OH

O\/\o/\/o\/Y ;\A)L
OH OH
7\ 07 “NH
0 w
S HO OH
0

HO

PaI|V|zumab—< {i/YN\)LN/WN\ANﬁ( \)‘N\/\o/\/o\/\o

[00539] O conjugado 8c foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 1 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de
XMT-1519. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco 8c-1 e

8c-2 sao dados abaixo.

Conjugado DAR
8c-1 7,5
8c-2 5,8

Exemplo 1d: Sintese de Conjugado 8d de Palivizumabe migG2a
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[00540] O conjugado 8d foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 1 exceto que Palivizumabe mlgG2a foi usado ao in-

vés de XMT-1519. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco
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8d-1, 8d-2 e 8d-3 sdao dados abaixo.

Conjugado DAR
8d-1 6,8
8d-2 6,5
8d-3 6,0

Exemplo 1e: Sintese de Conjugado 8c XMT-1535 higG1-mIG2a,

DAR 7,0

XMT-1535 higG1-mlgG2a ﬁYNﬂNwNﬂN«WNJ‘NwONOwO

[00541]

ﬁo/\/OJ
O g ™0
o} 0
HN\L VYO OH 8
N

OH

¢ *Sx

S HO OH
o

OH OH

HO

O conjugado 8e foi preparado e caracterizado como des-

crito no Exemplo 1 exceto que XMT-1535 mlgG2a foi usado ao invés

de XMT-1519. O Conjugado 8e purificado tinha uma proporcdo de
agonista de STING para XMT-1535 hlgG1-mlgG2a de 7,0.
Exemplo 1f: Sintese do Conjugado8f de XMT-1535 AAG, DAR 7,4

o o] o} o
XMT-1535 AAG sﬁyﬁ%pﬁﬁpﬁd—ww(}ww\o
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[00542] O conjugado 8f foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 1 exceto que XMT-1535 AAG foi usado ao invés de XMT-
1519. O Conjugado purificado 8f tinha uma proporcdo de agonista de
STING para XMT-1535 AAG de 7,4.

Exemplo 1g: Sintese de Conjugado 8g Target D migG2a, DAR 7,4

Target D mIgG2a< \QWN\A“WN\A“W \)J—N\/\o/\/o\/\o

q K\O/\/o\) . o —
O~ O N WVOH
o o N
° OH OH
7\ O N

[00543] O conjugado 8g foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 1 exceto que Target D mlgG2a foi usado ao invés de
XMT-1519. O Conjugado 89 purificado tinha uma proporgéo de agonis-
ta de STING para Target D_mlgG2a de 7,4.

Exemplo 1h: Sintese de Conjugado 8h Target C higG1a, DAR 6,9
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[00544] Conjugado 8h foi preparado e caracterizado como descrito
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no Exemplo 1 exceto que Target C hlgG1a foi usado ao invés de XMT-
1519. O Conjugado 8g purificado tinha uma propor¢cao de agonista de
STING para Target C higG1a de 6,9.

Exemplo 1i: Sintese de Conjugado 8i Target E migG2a, DAR 10,0
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[00545] Conjugado 8i foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 1 exceto que Target E mlgG2a foi usado ao invés de
XMT-1519. O Conjugado 8g purificado tinha uma proporcéo de ago-
nista de STING para Target E mlgG2a de 10,0.

Exemplo 1j: Sintese de Conjugado 8j Trastuzumabe AAG, DAR 7,0
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Conjugado 8j foi preparado e caracterizado como descrito no Exemplo

1 exceto que Trastuzumabe AAG foi usado ao invés de XMT-1519.
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[00546] Os detalhes dos Conjugados 8j e 8j-1 sdo dados abaixo.

Conjugado DAR
8] 7,0
8j-1 4,2

Exemplo 1k: Sintese de Conjugado 8k de Trastuzumabe migG2a,
DAR 8,1
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OO
1 7

o o o o
Trastuzumab_mlgGZafsQﬁ(“%Nﬂ(“ﬁm\W“J‘ N\/\o/\/o\/\o
! B H o H o
o}

0H OH
H

t S/S/»
S HO OH
o HO
1\
, NH

(o]

o N2 Q N

(o]
HNTR,

LSNH \Q

an © dig

8k

[00547] Conjugado 8k foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 1 exceto que Trastuzumabe mlgG2a foi usado ao invés de
XMT-1519. O Conjugado 8k purificado tinha uma proporgéo de agonis-
ta de STING para Trastuzumabe mlgG2a de 8,1.
Exemplo 1l: Sintese do Conjugado 8l de XMT-1535, DAR 4,7

NQLN JLN JLN\/\O/\/O\/\O
XMT153>—< {iﬂ( NN T Lo OH y

1; *rone ot ﬂ L
" Slo

o HO

NH
L o
NN
N= o dis
HoN
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[00548] Conjugado 8l foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 1 exceto que XMT-1535 foi usado ao invés de XMT-1519
e acido 2-(2-(2-(2-aminoetodxi)etoxi)etoxi)aceético foi incorporado na es-
trutura do Composto ao invés de (3-(2-(2-aminoetdxi)etdxi)propanoil)-
L-alanina. O Conjugado 8l purificado tinha uma proporcéo de agonista
de STING para XMT-1535 de 4,7.

Exemplo 1m: Sintese do Conjugado 8 m de Palivizumabe, DAR

4,5
alivizumal N \)LN \)‘N\/\o/\/o\/\o
! b_< \Ciﬁ( /\W /}( ﬁo/\/o OH oH
hH °\/\o/\/°VY ;\/\)L OH OH

of

/(N
O\ NH
L %
l‘.l A\
N= o dis

[00549] Conjugado 8m foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 1 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de XMT-
1519 e o acido 2-(2-(2-(2-aminoetdxi)etdxi)etdxi)acetico foi incorporado
na estrutura do Composto ao invés de (3-(2-(2-
aminoetoxi)etoxi)propanoil)-L-alanina. O Conjugado 8m purificado ti-
nha uma proporgao de agonista de STING para Palivizumabe de 4,5.
Exemplo 2: Sintese de Conjugado 16 de XMT-1519, DAR 5,3
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[00550] Parte A: A uma solugdao de Composto 9 (0,100 g, 0,429
mmol) em THF (5 mL) foram adicionados HATU (0,196 g, 0,514
mmol), e HOBt (0,079 g, 0,514 mmol), a mistura de reac¢do agitada a
0°C for 10 min, depois 2-(benzildxi)etan-1-amina (0,0648 mg, 0,429
mmol) e DIPEA (0.112 mL, 0.643 mmol) foram adicionados. A mistura
de reacgao foi agitada em temperatura ambiente por uma noite, a solu-
cao foi concentrada e o residuo foi purificado em gel de silica (0-10%
MeOH em DCM) para fornecer o Composto 10 (0,2 g, 100% de rendi-
mento). ESI-MS m/z Calculado para: C19H30N20sNa [(M+Na]"): calc.
389,2; encontrado 389,2.

[00551] Parte B: Uma solucdo de Composto 10 (150 mg, 0,409
mmol) em EtOH (10 mL) foi desgaseificada com N2 antes que Pd-C
(43,6 mg, 0,409 mmol) tenha sido adicionado. A mistura foi entdo des-
gaseificada com Hz. A mistura de reacédo agitada em temperatura am-
biente sob H> (1 atm) por uma noite. O sdlido foi filtrado através de
uma almofada de Celite e o filtrado foi concentrado para fornecer o
Composto 11. O Composto 11 bruto foi usado na proxima etapa. ESI-
MS m/z Calculado para : C12H24N20sNa [(M+Na]*): calc. 299,2; encon-
trado 299,2.

[00552] Parte C: Um frasco de 100 mL contendo o residuo do
Composto 11 (128 mg, 0,463 mmol) e N,N-dimetilpiridin-4-amina
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(11,32 mg, 0,093 mmol) foi lavado com argdnio, depois trietilamina
(129 pl, 0,926 mmol), acetonitrila (1,544 mL) e DMF (0,772 mL) foram
adicionados. A mistura de reacgao foi resfriada para 0°C e agitada por 5
min seguida pela adi¢ao de cloridrato de 4-nitrofenil carbono (140 mg,
0,695 mmol), e a mistura resultante foi agitada a 20°C por 2 h, depois.
concentrada como um o6leo. O residuo foi purificado sobre gel de silica
(0-100% acetato de etila em hexano) para fornecer o Composto 12 (50
mg, 24% de rendimento) como um sélido branco. ESI-MS m/z Calcu-
lado para: C14H19N3O7 [(M-Boc+H]"): calc. 342,2; encontrado 342,1.
[00553] Parte D: A uma solugdo de Composto 12 (50 mg, 0,113
mmol) e Composto 1 (36,9 mg, 0,047 mmol) foi adicionado DMAP
(1,153 mg, 9,44 ymol) em DMF (500 pL). A mistura de reacgao foi
aquecida a 80°C por 3 h, depois o Composto 12 (50 mg, 0,113 mmol)
foi adicionado. A mistura de reagao foi agitada por mais 3 h e depois
resfriada até a temperatura ambiente. A mistura foi concentrada e o
residuo foi purificado sobre gel de silica (0-30% MeOH em DCM) para
fornecer o Composto 13 (20 mg, 39% de rendimento) como um sdélido
branco. ESI-MS m/z Calculado para: Cs1He7N14O13 [(M+H)]": calc.
1083,4; encontrado 1083,5.

[00554] Parte E: A uma solucdo de Composto 13 (20 mg, 0,047
mmol) em DCM (0,5 mL) foi adicionado TFA (0,1 mL). A mistura de
reacao agitada em temperatura ambiente por 4 h depois concentrada
para fornecer o Composto 14 (10 mg, 55% de rendimento) como um
sélido. ESI-MS m/z Calculado para CssHs9N14O11 [M+H]": calc. 983,4;
encontrado 983,5.

[00555] Parte F: A uma solucédo de Arcabouco 6 (14,15 mg, 10,17
pmol) e Composto 14 (10 mg, 10,17 pmol) em DMF (1 mL) foi adicio-
nado HATU (4,64 mg, 0,012 mmol), HOAt (1,881 mg, 0,012 mmol) e
DIPEA (0,018 mL, 0,102 mmol). A mistura de reagdo foi agitada em

temperatura ambiente por 2 h depois concentrada e o residuo foi puri-
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ficado em RP HPLC preparativa (0-80% ACN em agua) para fornecer
o Arcabougo 15 (20 mg, 83% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado
para: C101H152N24041 [(M+2H]?*): calc. 1178,7; encontrado 1178,59).

[00556] Parte G: Uma solucdo de XMT-1519 (10 mg, 0,069 pmol)
foi conjugada com Arcabougo 15 ((0,823 mg, 0,347 pmol em 200 uL

DMA) como descrito no Exemplo 1. O Conjugado 16 purificado tinha

uma proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 5,3.

Exemplo 3: Sintese do Conjugado 20 de Trastuzumabe
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[00557] Parte A: Uma solugdo de Boc-ala-ala-OH (67 mg, 256
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pmol), CDI (70 mg, 435 pmol) e DMF (2 mL) foi agitada em temperatu-
ra ambiente por 23 h. Depois o Composto 1a (preparado como des-
crito em W0O2017175147A1, 100 mg, 128 pmol) e DIPEA (67 uL, 384
pMmol) foram adicionados e a reacdo agitada em temperatura ambiente
por 23 h. A mistura de reacgao foi concentrada, e o residuo foi croma-
tografado em gel de silica (eluente 0-20% MeOH-DCM). O produto,
Composto 17 foi isolado como uma espuma amarela, (109 mg, 83% de
rendimento). ESI-MS m/zi Calculado para CaoHesN15010 [M+H]™:
1022,5; encontrado 1022 4.

[00558] Parte B: Uma mistura de Composto 17 (108 mg, 106 umol)
e 2M HCI-dioxano (6 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 2 h.
A mistura de reacao foi concentrada, e o residuo foi seco sob vacuo
elevado para fornecer o Composto 18 como uma espuma quase bran-
ca (103 mg, quant.). ESI-MS m/z Calculado para CssHssN150s [M+H]:
922,4; encontrado 922.,4.

[00559] Parte C: Uma mistura de Composto 18 (80 mg, 84 umol),
Arcabouco 6 (117 mg, 84 umol), HOAt (12mg, 84 umol), D/IPEA (59 uL,
336 umol) e DMF (3 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 5
min, depois HATU (42 mg, 109 umol) foi adicionado e a mistura de re-
acao foi agitada em temperatura ambiente por 20 h. A mistura de rea-
cao foi entdo concentrada e cromatografada por fase reversa (10-
100% ACN-agua p/ 0.1% HCOOH eluente). O Arcabouco 19 foi isola-
do como um sdélido branco, felpudo, (35 mg, 18% de rendimento). ESI-
MS m/z Calculado para CgegH149N25038 [M+2H]?*: calc. 1148,0; encon-
trado 1148,4.

[00560] Parte D: Trastuzumabe (10 mg, 0,067 pmol) foi conjugado
com Arcabouco 19 (1,237 mg, 0,539 ymol em 200 yL DMA) como des-
crito no Exemplo 1 seguido pela purificagdo usando cromatografia
CHT tipo Il para dar o Conjugado 20. Os detalhes dos conjugados de

anticorpo-farmaco 20-1 e 20-2 s&o dados abaixo.
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Conjugado DAR
20-1 6,0
20-2 6,1
Exemplo 3a: Sintese do Conjugado 20 a de Palivizumabe, DAR

5,5

Palivizumal S\Q\/YNJJ\N/WN\)\N/\WN\);N\/\O/\/O\/\O

0 o/ OH OH

; 0 dis
7 NN H,N
N 20a

[00561] O conjugado 20a foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 1 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de
XMT-1519. O Conjugado 20a purificado tinha uma proporgcdo de ago-
nista de STING para Palivizumabe de 5,5.

Exemplo 4: Sintese do Conjugado 25 de PaIivizumabe, DAR 6,6
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[00562] Parte A: A uma mistura do Composto 21 (preparado como
descrito em US 62/982.935.38 mg, 0,047 mmol) e (S)-(2-
hidroxipropil)carbamato de terc-butila (9,85 mg, 0,056 mmol) em DMF
(2 mL) foram adicionados cloridrato de 3-((etilimino)metileno)amino)-
N,N-dimetilpropan-1-amina (13,48 mg, 0,070 mmol), HOBt (10,77 mg,
0,070 mmol) DIPEA (0,016 mL, 0,094 mmol) e DMAP (5,73 mg, 0,047
mmol). A suspensao foi entdo agitada por 2 dias em temperatura am-
biente. A mistura foi concentrada para fornecer um residuo que foi en-
tdo purificado em gel de silica (0-30% MeOH em DCM) para dar o
Composto 22 como um soélido amarelo claro (20 mg, 44% de rendi-
mento). ESI-MS m/z Calculado para Cs7HsgN11O42 [M+H]": calc. 968,4;
encontrado 968,3.

[00563] Parte B: A uma suspensado de Composto 22 (20 mg, 0,021
mmol) em dioxano (4 mL) foi adicionado 4N HCI (0,52 mL, 8,19 mmol).
A mistura de reacdo foi agitada em temperatura ambiente por 5 h,
concentrada e usada sem purificacdo na proxima etapa. O produto
Composto 23 (17 mg, 95% de rendimento) foi obtido como um sdlido
branco. ESI-MS m/z Calculado para C42HsoN11O10 [M+H]": 868,3; en-
contrado 868,4.

[00564] Parte C: A uma solugcdo de Composto 23 (17 mg, 0,020
mmol) e Arcabouco 6 (32,1 mg, 0,023 mmol) em DMF (2 mL) foram
adicionados PyBOP (15m3 mg, 0m03 mmol), e DIPEA (0,034 mL,
0,196 mmol). A mistura de reacao foi agitada em temperatura ambien-
te por 2 h, concentrada para fornecer um residuo que foi entado purifi-
cado em RP HPLC preparativa (0-80% ACN em agua) para fornecer o
Arcabouco 24 (26 mg, 59% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado
para Co7H143N21040 [M+2H]?*: 1120,98; encontrado 1121,06.

[00565] Parte D: O anticorpo XMT-1519 (5 mg, 0,0347 pmol) foi
conjugado com o Arcabouco 24 (0.,622 mg, 0,278 pymol) como descrito

no Exemplo 1. A mistura de reacgao bruta foi purificada por cromatogra-
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fia de coluna CHT para dar o Conjugado 25 (3,19 mg, 64% de rendi-
mento). O Conjugado 25 purificado tinha uma proporcdo de agonista
de STING para XMT-1519 de 6,6.

Exemplo 5: Sintese do Conjugado 28 com XMT-1519, DAR 6,0
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[00566] Parte A: O composto 26 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 exceto que 26 (preparado como descrito em US
62/982.935) foi usado ao invés do Composto 1. O Composto 27 foi ob-
tido como um sdlido incolor (71,0 mg, 40% de rendimento). ESI-MS
m/z Calculado para Cio3H154N22043 [M+2H]?*: 1193,52; encontrado
1193,48.

[00567] Parte B: O conjugado 28 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 para fornecer o Conjugado 28. O Conjugado 28 purificado
tinha uma proporgao de agonista de STING para XMT-1519 de 6,0.
Exemplo 6: Sintese do Conjugado 29 com XMT-1519, DAR 6,0
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[00568] O conjugado 28 (6,5 mq) foi formulado em PBS, pH 8 com
3 ciclos de concentragao e diluicdo usando uma unidade de ultrafiltra-
cao MWCO 30 kDa. O Conjugado reformulado foi entdo incubado a
37°C por 24 h e depois reformulado em tampao de trealose pH 5,5. A
abertura do anel foi confirmada pela analise LCMS da cadeia pesada e
leve depois da reducdo do anticorpo. Foi observada boa resolucao en-
tre varias espécies de cadeia leve: ndo conjugada, conjugada com
succinimida intacta e conjugada com succinimida com anel aberto. A
abertura do anel também pode ser observada nas espécies de cadeia
pesada correspondentes, mas a resolucdo entre as varias espécies
era pobre. O grau de abertura do anel foi estimado portanto pela foca-
lizacdo sobre as espécies de cadeia leve. Usando esta abordagem, o
percentual de produtos com anel aberto no Conjugado 29 em relacéo
a succinimida intacta foi avaliado como 94%. Conjugado 29 tinha uma
proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 5,5.

Exemplo 7: Sintese do Conjugado 32-1 com XMT-1519, DAR 6,5
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[00569] Parte A: O arcaboucgo 31 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 exceto que o Composto 30 (preparado como descrito em
US 62/982.935) foi usado ao invés do Composto 1. Arcabouco 31 foi
obtido como um sdlido incolor (9 mg, 8% de rendimento). ESI-MS m/z
Calculado para Cio1H151N23042 [M+2H]**: 1179,02; encontrado
1179,21.

[00570] Parte B: Os conjugados 32-1, 32-2, 32-3, e 32-4 foram pre-
parados como descrito no Exemplo 1 para fornecer o Conjugado do
titulo. Os Conjugados 32-1, 32-2, 32-3, 32-4, e 32-5 purificados tinham
uma proporgcao de agonista de STING para XMT-1519 como descrito
na Tabela abaixo. Conjugado 32-5 tinha uma concentragcdo de mAb
>10 mg/mL, contendo <1% de mAb ndo conjugado e <1% de espécies

de alto peso molecular.
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Conjugado DAR
32-1 6,5
32-2 6,4
32-3 6,7
32-4 8,6
32-5 8,1

Exemplo 7a: Sintese do Conjugado 322 de XMT-1535, DAR 6,2
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[00571] Os conjugados 32a, 32a-1, 32a-2, 32a-3, e 32a-4 foram
preparados e caracterizados como descrito no Exemplo 1 exceto que
XMT-1535 foi usado ao invés de XMT-1519. Os Conjugados 32a, 32a-
1, 32a-2, 32a-3, e 32a-4 purificados tinham uma proporcao de agonista
de STING para XMT-1535 como descrito na tabela abaixo.

Conjugado DAR
32a 6,2
32a-1 7,4
32a-2 8,0
32a-3 7,5
32a-4 8,0
Exemplo 7b: Sintese do Conjugado 32b com Palivizumabe, DAR

6,8
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[00572] Os conjugados 32b, 32b-1, e 32b-2 foram preparados e
caracterizados como descrito no Exemplo 1 exceto que Palivizumabe
foi usado ao invés de XMT-1519. Os Conjugados 32b, 32b-1, ¢ 32b-2
purificados tinham uma proporcédo de agonista de STING para Palivi-

zumabe como descrito na tabela abaixo.

Conjugado DAR
32b 6,8
32b-1 57
32b-2 7,2

Exemplo 7c: Sintese do Conjugado 32c com Palivizumabe
mlgG2a, DAR 9,1

Palivizumab migG2 Sﬁ/}KN%NW %N/\f J‘N\/\o/\/O\/)o
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[00573] O conjugado 32c foi preparado e caracterizado como des-

crito no Exemplo 1 acima exceto que Palivizumabe mlgG2a foi usado
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ao invés de XMT-1519. O Conjugado 32c¢ purificado tinha uma propor-
cao de agonista de STING para Palivizumabe de 9,1.
Exemplo 7d: Sintese do Conjugado 32d com XMT-1535 migG2a,

DAR 8,8
XMT-1535 mIgGZU<S\&‘/YN%N/W an/}( J‘"\/\o/\ﬂ\/j
° % 7\ CCAOONOW r)k OHOHOHOH

32d
[00574] O conjugado 32d foi preparado e caracterizado como des-
crito acima no Exemplo 1 exceto que XMT-1535 mlgG2a foi usado ao
invés de XMT-1519. O Conjugado 32d purificado tinha uma proporcéo
de agonista de STING para XMT-1535 mlgG2a de 8,8.

Exemplo 7e: Sintese do Conjugado 32e com XMT-1519 AAG, DAR
7.4

XMT-1519 AAG s&NX“ﬂH%“ﬂﬂ«g“ﬂ-“wONOwo

(\o/\/o o OH OH

[00575] Conjugado 32e foi preparado e caracterizado como descrito

no Exemplo 1 exceto que XMT-1519 AAG foi usado ao invés de XMT-
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1519. O Conjugado 32e purificado tinha uma propor¢cdo de agonista
de STING para XMT-1519 AAG de 7 4.

Exemplo 7-1: Sintese alternativa do Composto 31
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[00576] Parte A: O composto 30 (preparado como descrito em US
62/982.935) (500 mg, 0.663 mmol, 1eq), Boc-PEG2-Ala-OH (0.693 g,
1.99 mmol, 3 eq), EDC-HCI (381 mg, 1.99 mmol, 3 eq), e DMAP (243
mg, 1,99 mmol) foram misturados em um frasco sob ar em DMF (26,5
mL). A reacgdo foi completada em 3 horas. A mistura foi extinta com
AcOH (0,76 mL, 10 eq), concentrada, e purificada sobre gel de silica
(DCM:MeOH) para fornecer o Composto 30a como um solido branco.
ESI-MS m/z Calculado para Cs1HesN13O14 [M+H]": 1084,5; encontrado
1084,4.

[00577] Parte B: Composto 30a (0,663 mmol) foi suspensa em
dioxano (10 mL) em um frasco sob ar. HCI (4M em dioxano, 6 mL) foi
adicionado, e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 1 ho-
ra. A mistura foi concentrada para dar um sélido branco. O sdlido foi
dissolvido em agua pura e purificado cromatografia em fase reversa
(0-25% ACN em agua) para fornecer o Composto 30b (444 mg, 77%)
como um solido branco. ESI-MS m/z Calculado para CasHssN13012
[M+H]": 984,4; encontrado 984,2.
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[00578] Parte C: A uma solucdo de Arcabouco 6 (450 mg, 0,32
mmol, preparado como descrito em PCT/US2018/06719) e Composto
30b (350 mg, 0,072 mmol) em DMF (6,5 mL) foram adicionados
PyBOP (185 mg, Om36 mmol) e trietilamina (0,23 mL, 1,62 mmol). A
mistura foi agitada em RT por 15 minutos e depois extinta com com
AcOH (0,23 mL, 3,99 mmol) e purificada por purificacdo em fase re-
versa (0-40% ACN em agua w/ 0,1% acido acético) para dar o Com-
posto 31 (408 mg, 55% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado para
C101H151N23042 [M+2H]?*: 1179,52; encontrado 1179,27.

Exemplo 8: Sintese do Conjugado 34 com Trastuzumabe, DAR 6,9

w 0
0
N\,N/ N NH.
~
NN O 2 H%N
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S o

NH,

[oN Part A o
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y o |
HQN“/@[N* N;_(/\‘N/ H N om
o) 0] /N 33

1a

»/m@*

Part B /\/owo/\/owo/\/owo/\ﬂ ~0
G et
34 °
[00579] Parte A: A uma solucdo de Composto 1a (preparado como
descrito em W0O2017175147A1, 0,030 g, 0,038 mmol) em DMF (1,5
mL), foi adicionado N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (0,067 mL, 0,385
mmol). A solugdo foi agitada por 5 minutos em temperatura ambiente
antes da adicdo de 2,5-dioxopirrolidin-1-il 1-(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-
pirrol-1-il)-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oato (0,027 g, 0,050
mmol) em DMF (0,5 mL) e a mistura de reacao foi agitada em tempe-
ratura ambiente por 15 minutos. Depois acido acético (0,1 mL) foi adi-
cionado seguido pela purificagdo em uma coluna de HPLC preparativa
(C18, 21,2 mm x 100 mm), 10-100% MeCN (0,1% HOAc) em H20

(0Om1% HOACc, gradiente de 20 min. para dar o Arcabouco 33 (0,006 g,
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13,05% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado para Cs7H7sN14O15
[M+H]": calc. 1195,55; encontrado 1195,47.

[00580] Parte B: Trastuzumabe (10 mg, 0,069 pmol) foi conjugado
ao Arcabouco 33 (0,658 mg, 0,550 umol em DMA) como descrito no
Exemplo 1. O Conjugado 34 bruto foi purificado por cromatografia CHT
tipo Il. O Conjugado 34 purificado tinha uma proporgédo de agonista de
STING para Trastuzumabe de 6,9.

Exemplo 8a: Sintese do Conjugado 34a de Palivizumabe, DAR 7,0

w o]
o
NN N NH,
L)
H N
o<
0 0 |
s &/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\(,&)&"/\/\ o
H
0

Palivizuma N H (
S
HN N OM)\

34a © dis

[00581] Conjugado 34a foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 8 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de Tras-
tuzumabe. O Conjugado 34a purificado tinha uma proporcéo de ago-
nista de STING para Palivizumabe de 7,0.

Exemplo 9: Sintese do Conjugado 45 com XMT 1519, DAR 6,5
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[00582] Parte A: A uma mistura do Composto 35 (400mg, 1688
pMmol) e acetato de t-butila (8 mL) foi adicionado HCIO4 70% (302 mg,

2,11 mmol). A solugéo resultante foi entdo agitada em temperatura

5

ambiente por 21 h depois neutralizada com solugdo saturado de
NaHCOs3. A fase aquosa foi lavada com EtOAc (2x) e os organicos
combinados foram entdo lavados com salmoura, secos (Na>xSOg), fil-
trados e concentrados para dar o Composto 36 como um éleo opaco
(530 mg, quant.). ESI-MS m/z Calculado para CisH24N10Os [M+H]™:
294,2; encontrado 294,2.

[00583] Parte B: Uma mistura de Composto 36 (279mg, 782 umol),
Composto 37 (370mg, 938 umol), HOAt (128 mg, 938 umol), DIPEA
(409 uL, 2,35 mmol) e DMF (4 mL) foi agitada em temperatura ambien-
te por 5 mins, depois HATU (416 mg, 1095 pmol) foi adicionado e a
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reacao agitada em temperatura ambiente por 2,5 h. A mistura de rea-
cao foi entdo concentrada, e o residuo cromatografado em gel de sili-
ca (20-100% EtOAc/eluente de hexanos). Composto 38 foi isolado
como um sélido branco felpudo (254 mg, 362 umol, 46% de rendimen-
to). ESI-MS m/z Calculado para CagH4sN20e [M+H]*: 702,3; encontrado
702,4.

[00584] Parte C: Uma mistura de Composto 38 (254 mg, 362 umol),
MeOH (6 mL) e catalisador a 10% Pd-C (50 mg) foi agitada sob Haz (1
atm) por 2 h em temperatura ambiente. A mistura de reagao foi entdo
filtrada e o filtrado concentrado para dar o Composto 39 como um dleo
claro, (214 mg, 97% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado para
C32H42N309 [M+H]": 612,3; encontrado 612,3.

[00585] Parte D: Uma mistura de Composto 39 (58 mg, 64 ymol), O
composto 40 (preparado como descrito em US 62/982.935, 47 mg, 77
pumol), HOAt (10 mg, 77 pmol), D/IPEA (56 uL, 320 pyL) e DMF (2 mL)
foi agitada em temperatura ambiente por 5 mins. Depois HATU (36mg,
96 umol) foi adicionado e a mistura de reacédo agitada em temperatura
ambiente por 16 h, depois concentrada para dar o Composto 41 como
um O6leo amarelo, (90 mg, quant.). ESI-MS m/z Calculado para
C70Hg3N14016 [M+H]": 1375,6; encontrado 1375,4.

[00586] Parte E: Uma solucdo de Composto 41 (90 mg, 64 pmol)
em piperidina 20% em DMF (2 mL) foi agitada em temperatura ambi-
ente por 1 h. A mistura de reacdo foi entdo concentrada e cromatogra-
fada em gel de silica (eluente 0-40% MeOH-DCM) para dar o Compos-
to 42 como um 6leo amarelo (30 mg, 41% de rendimento). ESI-MS m/z
Calculado para CssH73N14014 [M+H]: 1153,5; encontrado 1153,4.
[00587] Parte F: Uma solucdo de Composto 42 (30mg, 37 umol),
2,5-dioxopirrolidin-1-il 2-(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetato
(8mg, 44 pmol), TEA (7 pL, 74 umol) e DMF (1 mL) foi agitada em

temperatura ambiente por 17 h. A mistura de reagdo foi entdo concen-
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trada para dar o Arcabouco 43 como um 6leo amarelo (40 mg, quant.).
ESI-MS m/z Calculado para Ce1H7eN15017 [M+H]": 1290,6; encontrado
1290,3.

[00588] Parte G: Uma solucdo de Arcabouco 43 (30 mg, 26 pmol)
em 10% TFA-DCM (2 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 1
h. A mistura de reacéao foi entdo concentrada, e o residuo cromatogra-
fado por HPLC (10-100% ACN-agua p/ eluente 0,1% HCOOH). Arca-
bougo 44 foi isolado como um soélido quase branco felpudo (6 mg, 20%
de rendimento). ESI-MS m/z Calculado para Cs2HsoN15015 [M+H]":
1134,4; encontrado 1134,2.

[00589] Parte H: Conjugado 45 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 exceto que 4 equiv de TCEP foram usados. O Conjugado
45 purificado tinha uma proporcéo de agonista de STING para XMT-
1519 de 6,5.

Exemplo 10: Sintese do Conjugado 50 com XMT-1519, DAR 8,2
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[00590] Parte A: Uma mistura de Composto 26 (preparado como
descrito em US 62/982.935, 50 mg, 64 umol), Fmoc-D-glutamico-O-tBu
(54 mg, 128 pmol), DCC (26 mg, 128 umol), DMAP (1 mg, 6 pmol) e

DMF (2 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 17 h. A mistura

5

de reacao foi concentrada e usada na proxima etapa sem purificacéo.
Composto 46 foi obtido como um 6leo amarelo (135 mg). ESI-MS m/z
Calculado para Cs2HssN11014 [M+H]": 1190,5; encontrado 1190,3.
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[00591] Parte B: Uma mistura de Composto 46 (135 mg, 64 ymol) e
33% TEA em DMF (2,4 mL) foi agitada em temperatura ambiente por
4,5 h. A mistura de reacédo foi concentrada, e o residuo purificado por
cromatografia HPLC em fase reversa (10-100% ACN-agua p/ eluente
0,1% HCOOH). Composto 47 foi isolado como um p6 amarelo (27 mg,
44% de rendimento). ESI-MS m/z Calculado para Ca7HssN11O12
[M+H]": 968,4; encontrado 968,2.

[00592] Parte C: Uma solugdo de Composto 47 (25mg, 26 pmol),
2,5-dioxopirrolidin-1-il  2-(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetato (8
mg, 31 ymol), TEA (11 pL, 78 umol) e DMF (1 mL) foi agitada em tem-
peratura ambiente por 1 h. A mistura de reacao foi concentrada e usa-
da na préxima etapa sem purificacdo. O arcabougo 48 é um 6leo ama-
relo (40 mg, quant.). ESI-MS m/z Calculado para Cs3He1N12015 [M+H]":
1105,4; encontrado 1105,2.

[00593] Parte D: Uma solucédo de Arcaboucgo 48 (40mg, 24 pmol) e
15% TFA em DCM (1 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 2
h. A mistura de reagao foi entdo concentrada e cromatografada por
HPLC (10-100% ACN-agua com eluente 0,1% HCOOH). Arcabouco 49
foi isolado como um solido branco felpudo (5 mg, 20% de rendimento).
ESI-MS m/z Calculado para C49Hs3N12015 [M+H]": 1049,4; encontrado
1049,2.

[00594] Parte E: XMT-1519 (10 mg, 0,069 umol) foi conjugado com
Arcabouco 49 como descrito no Exemplo 1. Conjugado 50 foi purifica-
do por cromatografia CHT tipo Il. O Conjugado 50 purificado tinha uma
proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 8,2.

Exemplo 11: Sintese do Conjugado 52 com XMT-1519, DAR 7,7
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[00595] Conjugado 52 foi preparado a partir do Arcabougo 51 como
descrito no Exemplo 10 exceto que Fmoc-L-Glu(O-tBu) foi usado ao
invés de Fmoc-D-Glu(O-tBu). O Conjugado 52 purificado tinha uma
proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 7,7.

Exemplo 12: Sintese do Conjugado 58 com XMT-1519, DAR 6,5
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[00596] Parte A: A uma mistura do Composto 26 (preparado como
descrito em US 62/982.935, 0,105 g, 0,134 mmol), Boc-L-Alanina (50,8
mg, 0,268 mmol), DMAP (50,8 mg, 0,067 mmol) e DCC (0,111 g, 0,537

mmol) foi adicionado DMF (2 mL). A suspensao foi entdo agitada por 2
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dias em temperatura ambiente. A mistura foi concentrada e purificado
em gel de silica (0-40% MeOH em DCM) para fornecer o Composto 53
como um solido amarelo claro (0,102 g, 80% de rendimento). ESI-MS
m/z Calculado para CseHseN110412 [M+H]": 954,4; encontrado 954,4.
[00597] Parte B: A uma suspensdao de Composto 53 (0,102 g,
0,107 mmol) em dioxano (10 mL) foi adicionado 4 N HCI (0,508 mL,
2,031 mmol). A mistura de reacao foi agitada em temperatura ambien-
te por 3 h. A suspensao foi entdo concentrada e usada na préxima
etapa sem purificagdo. Composto 54 foi obtido como um sdlido ama-
relo claro. ESI-MS m/z Calculado para Cs1H4sN11O10 [M+H]": 854,3;
encontrado 854,3.

[00598] Parte C: A uma solucdo de Composto 54 (0,015 g, 0,017
mmol) em DMF (1 mL) foi adicionado Boc-D-Glu (Otu)-OH (7,67 mg,
0,025 mmol), seguido por DIPEA (0,026 mL, 0,152 mmol). A mistura
de reacao foi agitada em temperatura ambiente por 5 min. Depois
PyBOP (13,15 mg, 0,025 mmol) foi adicionado, e a mistura foi agitada
em temperatura ambiente por 1 h, concentrada e o residuo foi purifica-
do sobre gel de silica (0-30% MeOH em DCM) para fornecer o Com-
posto 55 (11 mg, 57,3% de rendimento) como um sdlido branco. ESI-
MS m/z Calculado para CssH71N12015 [M+H]": 1139,5; encontrado
1139,5.

[00599] Parte D: A uma suspensdo de Composto 55 (11 mg,
0,00966 mmol) em dioxano (3 mL) foi adicionado 4 N HCI (0,241 mL,
0,966 mmol). A mistura de reacao foi agitada em temperatura ambien-
te por 2 h. A suspensao foi concentrada e usada na préxima etapa
sem purificagdo. Composto 56 € um solido branco. ESI-MS m/z Calcu-
lado para CssHssN12013 [M+H]": 983,4; encontrado 983,4.

[00600] Parte E: A uma solugcdo de Composto 56 (9,5 mg, 0,00966
mmol) em DMF (3 mL) foram adicionados DIEA (8,44 L, 0,048 mmol)
e 2,5-dioxopirrolidin-1-il  2-(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetato
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(3,17 mg, 0,013 mmol). A mistura de reacéao foi agitada em temperatu-
ra ambiente por 1 h, neutralizada para pH 6-7 com HOAc, depois puri-
ficada sobre RP HPLC preparativa (0-75% ACN em agua) para forne-
cer o Arcabouco 57 (3,3 mg, 31% de rendimento) como um sdélido
branco. ESI-MS m/z Calculado para Cs2HssN13016 [M+H]™: 1120,4; en-
contrado 1120,4.

[00601] Parte F: XMT-1519 (10 mg, 0,069 umol) foi conjugado com
Arcabouco 57 (0,700 mg, 0,625 pmol em 200 pyL de DMA) como des-
crito no Exemplo 1. Conjugado 58 foi purificado por cromatografia CHT
tipo Il. O Conjugado 58 purificado tinha uma propor¢ao de agonista de
STING para XMT-1519 de 6,5.

Exemplo 13: Sintese do Conjugado 60 com XMT-1519

e e
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[00602] O Conjugado 60 foi preparado a partir de 59 como descrito
no Exemplo 12 exceto que Boc-L-Glu (Otu)-OH foi usado ao invés de
Boc-D-Glu-O-tBu. Os detalhes dos conjugados de anticorpo-farmaco
60-1 e 60-2 sdo dados abaixo.

Conjugado DAR
60-1 7,7
60-2 55

Exemplo 14: Sintese do Conjugado 62 com XMT-1519, DAR 6,5
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Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 274/415




263/319

[00603] O conjugado 62 foi preparado a partir do Arcabouco 61 co-
mo descrito no Exemplo 12 exceto que Boc-L-Glu (Otu)-OH foi usado
ao invés de Boc-D-Glu-O-tBu e Boc-D-Ala foi usado ao invés de Boc-
L-Ala. O Conjugado 62 purificado tinha uma propor¢ao de agonista de
STING para XMT-1519 de 6,5.

Exemplo 15: Sintese de Conjugado 64 com XMT-1519, DAR 6,4
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[00604] O conjugado 64 foi preparado a partir do Arcaboucgo 63 co-
mo descrito no Exemplo 12 exceto que Boc-D-Ala foi usado ao invés
de Boc-L-Ala. O Conjugado 64 purificado tinha uma proporgcao de ago-
nista de STING para XMT-1519 de 6,4.

Exemplo 16: Sintese do Conjugado 66 com XMT-1519
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[00605] O conjugado 66 foi preparado a partir do Arcabouco 65 co-
mo descrito no Exemplo 12 exceto que o acido Boc-2-amino-2-
metilpropanoico foi usado ao invés de Boc-L-Ala. Os detalhes dos con-

jugados de anticorpo-farmaco 66-1 e 66-2 sdo dados abaixo.

Conjugado DAR
66-1 7,5
66-2 53

Exemplo 17: Sintese do Conjugado 74 com XMT-1519, DAR 6,9

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 275/415




264/319

9 i i o 0 9
Tieofe Mg @ 4o eryte
N IS
O PartA socin i i i h rtc y o
Ho "0 [ ;» \ﬁko’\/\o o™ ;» nnnnn /ﬁ( \ﬁk ]

N,
" Dby T Ty "
W(@n»’“ ST HzNo N J 2)\"\ WA I d :" 2/‘"& "2"7(@"%";}2/\1
°)§ 67 68 ¢

26 0 9
un*’:ﬁ“z {(%:Q)L @4@
e w“%wi f "%M Hﬁ*wﬁmi"\
I 2

70 7 72

NP . e
PartG "‘{fn{/n]@% {« f;\)k
T W 0 y 0 o~ > XMT-1519
@TEKH/T"%OMOK% <&/Y£)k /ﬁf j)k 7
0”7 oH "an(@"%:;}o /\t )}

[00606] Parte A: Uma mistura de Composto 26 (preparado como
descrito em US 62/982.935, 75 mg, 0,096 mmol), N-Boc-(D)-Ala-OH
(91 mg, 0,48 mmol), DCC (99 mg, 0,48 mmol), e DMAP (1,2 mg, 9,58
pmol) em DMF (3 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 1 h, e
depois concentrada a vacuo. A purificacdo sobre gel de silica
(DCM:MeOH 60:40 v/v) forneceu o Composto 67 (82 mg, 90% de ren-
dimento) como um solido amarelo claro. ESI-MS m/z Calculado para
CasHs6N11012 [M+H]*: 954,40, encontrado: 954,43

[00607] Parte B: A uma suspensdo de Composto 67 (80 mg, 0,084
mmol) em dioxano (5 mL) foi adicionado HCI (4M em dioxano, 0,42
mL, 1,68 mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por
4 h. A mistura foi concentrada sob vacuo para fornecer o Composto 68
(72 mg, 100% de rendimento) como um sélido amarelo claro. ESI-MS
m/z Calculado para Cs1HasN11010 [M+H]": 854,35, encontrado: 854,38
[00608] Parte C: A uma solucdo agitada do Composto 68 (48 mg,
0,056 mmol), N-Boc-glicina (15 mg, 0,084 mmol) e PyBOP (44 mg,
0,084 mmol) em DMF (3 mL) foi adicionado DIPEA (0,088 mL, 0,51
mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2 h. A
mistura foi concentrada, e o residuo foi purificado sobre gel de silica
(DCM:MeOH 60:40 v/v) para fornecer o Composto 69 (53 mg, 93% de
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rendimento) como um soélido branco. ESI-MS m/z Calculado para
CagHs9N12013 [M+H]": 1011,42, encontrado: 1011,45

[00609] Parte D: A uma suspensado de Composto 69 (50 mg, 0,049
mmol) em dioxano (5 mL) foi adicionado HCI (4M em dioxano, 1 mL,
20% v/v), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2 h de-
pois concentrada para fornecer o Composto 70 (45 mg, 100% de ren-
dimento) como um solido branco. ESI-MS m/z Calculado para
Ca3Hs51N12011 [M+H]*: 911,37, encontrado: 911,39

[00610] Parte E: A uma solugdo agitada do Composto 70 (20 mg,
0,022 mmol), N-Boc-(D)-Glu(OtBu)-OH (10 mg, 0,033 mmol) e PyBOP
(17 mg, 0,033 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado DIPEA (0,03 mL,
0,22 mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2 h.
A mistura foi concentrada, e o residuo foi purificado sobre gel de silica
(DCM:MeOH 60:40 v/v) para fornecer o Composto 71 (24 mg, 90% de
rendimento) como um sélido branco. ESI-MS m/z Calculado para
Cs7H7aN13016 [M+H]": 1196,53; encontrado: 1196,55

[00611] Parte F: A uma suspensao de Composto 71 (24 mg, 0,02
mmol) em DCM (5 mL) foi adicionado TFA (1 mL, 20% v/v), e a mistura
foi agitada em temperatura ambiente por 12 h. A mistura foi concen-
trada para fornecer o Composto 72 (21 mg, 100% de rendimento) co-
mo um soélido amarelo claro. ESI-MS m/z Calculado para CsgHssN13014
[M+H]* 1040,41; encontrado: 1040,23

[00612] Parte G: A uma solucdo agitada do Composto 72 (21 mg,
0,02 mmol), 2,5-dioxopirrolidin-1-il 2-(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-1-
il)acetato (7,6 mg, 0,03 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado DIPEA
(0,035 mL, 0,20 mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente por 1 h. A mistura foi concentrada, e o residuo foi purificado por
RP HPLC para fornecer o Arcabouco 73 (4,5 mg, 19% de rendimento)
como um solido branco. ESI-MS m/z Calculado para CssHsiN14O17
[M+H]*: 1177,43; encontrado: 1177,40
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[00613] Parte H: Conjugado 74 foi preparado a partir do Arcabouco
73 como descrito no Exemplo 12. O Conjugado purificado 74 tinha
uma proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 6,9.
Exemplo 18: Sintese do Conjugado 76 com XMT-1519, DAR 7,5
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[00614] O conjugado 76 foi preparado a partir do Arcaboucgo 75 co-
mo descrito no Exemplo 17 exceto que N-Boc-(L)-Ala-OH foi usado ao
invés de N-Boc-(D)-Ala-OH e N-Boc-(L)-Glu(OtBu)-OH foi usado ao
invés de N-Boc-(D)-Glu(OtBu)-OH. O Conjugado purificado 76 tinha

uma proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 7,5.

Exemplo 19: Sintese do Conjugado 18 com XMT-1519, DAR 7,4
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[00615] Conjugado 78 foi preparado a partir do Arcabougo 70 como
descrito no Exemplo 17 exceto que N-Boc-(L)-Glu(OtBu)-OH foi usado
ao invés de N-Boc-(D)-Glu(OtBu)-OH. O Conjugado 78 purificado tinha
uma proporcao de agonista de STING para XMT-1519 de 7 4.
Exemplo 20: Sintese do Conjugado 80 com XMT-1519, DAR 7,5
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[00616] O conjugado 80 foi preparado a partir do Arcaboucgo 79 co-
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mo descrito no Exemplo 17 exceto que N-Boc-(L)-Ala-OH foi usado ao
invés de N-Boc-(D)-Ala-OH. O Conjugado 80 purificado tinha uma pro-
porcédo de agonista de STING para XMT-1519 de 7.5.

Exemplo 21: Sintese do Conjugado 82 com XMT-1519, DAR 5,7

by py
N
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[00617] O conjugado 82 foi preparado a partir do Arcabouco 81 co-
mo descrito no Exemplo 12 exceto que Boc-Glycine foi usado ao invés
de Boc-(L)-Ala-OH. O Conjugado 81 purificado tinha uma proporc¢ao de
agonista de STING para XMT-1519 de 5,7.

Exemplo 22: Sintese do Conjugado 85 com XMT-1519, DAR 6,5
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[00618] Parte A: O arcaboucgo 84 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 exceto que Composto 83 (preparado como descrito em US
62/982.935) foi usado ao invés do Composto 1. O arcabouco 84 foi
obtido como um sélido branco felpudo (3,3 mg, 0,5% de rendimento
durante 5 etapas). ESI-MS m/z Calculado para Ci101H148N22042S
[M+2H]?*: 1187,49; encontrado 1187,78.

[00619] Parte B: O conjugado 85 foi preparado como descrito no
Exemplo 1 para fornecer o Conjugado do titulo. O Conjugado 85 purifi-
cado tinha uma proporgcao de agonista de STING para XMT-1519 de
6,5.

Exemplo 22a: Sintese do Conjugado 85a com Palivizumabe, DAR
7,4

Palivizuma ”"v"u‘m N H‘J’Lnﬂmﬂ“vﬁ‘c
D(ﬁrﬁx“/ 1 ,,’h\r 'ﬁT r-'\-n-‘m':'\_,-“l

85a
[00620] O conjugado 85a foi preparado como descrito no Exemplo 1
exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de XMT-1519.. O Conju-
gado 85a purificado tinha uma proporcao de agonista de STING para
XMT-1519 de 7 4.

Exemplo 23: Sintese do Conjugado 88 com XMT-1519, DAR 6,6
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[00621] Parte A: O arcabouco 87 foi preparado como descrito em
Exemplo 12 exceto que o Composto 86 (preparado como descrito em
US 62/982.935) foi usado ao invés de Composto 26. ESI-MS m/z Cal-
culado para CsoHs5N14015 [M+H]": 1091,4; encontrado 1091,2.

[00622] Parte B: O conjugado 88 foi preparado como descrito em
Exemplo 12 exceto que Arcabougo 87 foi usado ao invés de Arcabou-
co 57. O Conjugado 88 purificado tinha uma proporcao de agonista de
STING para XMT-1519 de 6,6.

Exemplo 23a: Sintese do Conjugado 89 com Palivizumabe, DAR

5,9.
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[00623] O conjugado 89 foi preparado e caracterizado como des-

crito no Exemplo 12 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de
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XMT-1519. O Conjugado 89 purificado tinha uma proporgéo de agonis-
ta de STING para Palivizumabe de 5,9.

Exemplo 23b: Sintese do Conjugado 89a com CTL-48132_mligG2a,
DAR 8,8
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[00624] O conjugado 89a foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 12 exceto que CTL-48132_mlgG2a foi usado ao in-
vés de XMT-1519. O Conjugado 89a purificado tinha uma proporcao
de agonista de STING para MFP5_migG2a de 8,8.

Exemplo 23c: Sintese do Conjugado 89b com MFP5_milgG2a, DAR
9,0

(e}

)\/}_KN%/ :(j)\
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\)J\ /g \)J\o/\/\o 2
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[00625] O Conjugado 89b foi preparado e caracterizado como des-
crito no Exemplo 12 exceto que CTL-48132_mlgG2a foi usado ao in-
vés de XMT-1519. O Conjugado 89a purificado tinha uma proporgao
de agonista de STING para MFP5_mIigG2a de 9,0.

Exemplo 24: Sintese do Conjugado 92 com XMT-1519, DAR 7,6
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[00626] Parte A: O arcabouco 91 foi preparado como descrito em
Exemplo 12 exceto que o Composto 90 (preparado como descrito em
US 62/982.935) foi usado ao invés de Composto 26. ESI-MS m/z Cal-
culado para Cs2HssN13015S [M+H]": 1136,4; encontrado 1136,2.
[00627] Parte B: O conjugado 88 foi preparado como descrito em
Exemplo 12 exceto que Arcabougo 87 foi usado ao invés de Arcabou-
co 57. O conjugado purificado tinha uma propor¢cdo de agonista de
STING para XMT-1519 de 7,6.
Exemplo 24a: Sintese do Conjugado 93 com Palivizumabe, DAR
6,7
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[00628] Conjugado 93 foi preparado e caracterizado como descrito
no Exemplo 12 exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de XMT-
1519. O Conjugado 93 purificado tinha uma propor¢céo de agonista de
STING para Palivizumabe de 6,7.
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Exemplo 25: Sintese do Conjugado 100 com XMT-1519, DAR 7,8

EDC, DMAP
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[00629] Parte A: A uma solugao agitada do Composto 94 (prepara-
do como descrito em US 62/982.935, 45 mg, 0,054 mmol) em DMF (3
mL) foi adicionado (S)-1-(Boc-amino)propan-2-ol (19 mg, Om11 mmol),
EDC (17 mg, Om109 mmol) e DMAP (3,3 mg, 0,027 mmol), e a mistura
foi agitada em temperatura ambiente por 12 horas. A reacao foi con-
centrada a vacuo, e o residuo foi purificado sobre gel de silica
(DCM:MeOH 60:40 v/v) para fornecer o Composto 95 (49 mg, 92% de

rendimento) como um sdlido branco. ESI-MS: C47Hs57N10012S (M+H):

calc. 985,38, encontrado: 985,21.

[00630] Parte B: A uma suspensdo agitada do Composto 95 (49
mg, 0,05 mmol) em DCM (5 mL) foi adicionado TFA (1 mL, 20% v/v
DCM), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 12 horas.
A mistura resultante foi concentrada para fornecer o Composto 96 (44

mg, 100% de rendimento) como um sdlido amarelo claro. ESI-MS:

C42H49N10010S (M+H): calc. 885,33, encontrado: 885,18.

[00631] Parte C: A uma solugdo agitada do Composto 96 (50 mg,
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0,05 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado Boc-Glu-OtBu (86 mg, 0,28
mmol), PyBOP (118 mg, 0,23 mmol), e DIPEA (0,12 mL, 0,68 mmol), e
a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 30 minutos. A mis-
tura foi concentrada a vacuo, e o residuo foi purificado sobre gel de
silica (DCM:MeOH 60:40 v/v) para fornecer o Composto 97 (45 mg,
77% de rendimento) como um sdlido branco. ESI-MS: CseH72N11015S
(M+H): calc. 1170,49, encontrado: 1170,29.

[00632] Parte D: A uma suspensdo agitada do Composto 97 (45
mg, 0,038 mmol em) DCM (5 mL) foi adicionado TFA (1 mL, 20% v/v
DCM), e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 12 horas.
A mistura foi concentrada a vacuo para fornecer o Composto 98 (38
mg, 100% de rendimento) como um soélido amarelo claro. ESI-MS:
Ca7Hs6N11013S (M+H): calc. 1014,37, encontrado: 1014,20.

[00633] Parte E: A uma solucdo agitada do Composto 98 (20 mg,
0.02 mmol) em DMF (2 mL) foi adicionado 2,5-dioxopirrolidin-1-il 2-
(2,5-dioxo-2,5-diidro-1H-pirrol-1-il)acetato (5 mg, 0,02 mmol) e DIPEA
(0,034 mL, 0,20 mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente por 15 minutos. A reacédo foi paralisada com acido acético (0,034
mL, 1:1 v/v DIPEA) e purificado diretamente através de HPLC usando
C18 em fase estacionaria (agua:ACN) para fornecer o Arcabouco 99
(4,7 mg, 20% de rendimento) como um soélido branco. ESI-MS:
Cs3Hs9N12016S (M+H): calc. 1151,38, encontrado: 1151,18.

[00634] Parte F: Conjugado 100 foi preparado como descrito em
Exemplo 12 exceto que Arcaboucgo 99 foi usado ao invés do Arcabou-
co 57. O Conjugado purificado tinha uma propor¢cdo de agonista de
STING para XMT-1519 de 7,8.

Exemplo 25a: Sintese do Conjugado 101 com Palivizumabe, DAR
6,5
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[00635] Conjugado 101 foi preparado como descrito em Exemplo 25
exceto que Palivizumabe foi usado ao invés de XMT-1519. O Conju-
gado purificado tinha uma proporcédo de agonista de STING para Pali-
vizumabe de 6,5.
Exemplo 26A: Atividade de STING-ADC com mutante de Fc ou do
tipo selvagem direcionado a células de cancer em coculturas de
célula cancerigenal/célula com repoérter de Luciferase THP1
[00636] Geragao de anticorpos silenciosos NaPi2b Fc: mAb
NaPi2b com sua regido Fc manipulada para abolir a funcao efetora de
Fc (anti-NaPi2b-(AAG)) foi projetado com trés mutagdes na regido
constante da cadeia pesada L234A, L235A e P329G (AAG; numera-
cao Eu de Kabat) e gerado através do procedimento padronizado de
biologia molecular. O anticorpo foi expresso e purificado. Resumida-
mente, o DNA que codifica a regido variavel cadeia pesada do anticor-
po NaPi2b com regido constante de IgG1 humana que carrega as mu-
tagcdes L234A, L235A e P329G e a regido variavel da cadeia leve do
anticorpo anti-NaPi2b com cadeia leve kappa humana foram clonadas
em vetores de expressdo de mamiferos. A cadeia pesada e a cadeia
leve de NaPi2b-(AAG) foram co-expressas em células HEK293 e o an-
ticorpo foi purificado a partir de sobrenadantes de células por cromato-
grafia de afinidade de Proteina A padronizada.
[00637] Inducado da via STING em células imunes: A indugcdo da
via STING em células imunes por STING ADC direcionado a NaPi2b
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foi avaliada por um ensaio de co-cultura de células de cancer/células
com reporter THP1-IRF3-Luciferase. Células de carcinoma de ovario
humano OVCAR3 foram semeadas em placas de cultura de tecidos de
superficie CellBind de 96 pogos (15.000/pocgo) e deixadas acoplar por
6 horas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB (soro fetal bovino) e
1% de penicilina/estreptomicina. Uma faixa de diluigbes (0,4 nM a 100
nM com base na carga util; diluicbes em série de 3 vezes no meio de
crescimento) dos artigos de teste Conjugado 8b-1, Conjugado 8f, Con-
jugado 8d-1 e Composto 1 foram adicionados a cada pogo e a placa
foi incubada por 20 min a 37°C. Células reporter duplas THP1 (30.000)
foram entdo adicionadas a cada poco e a incubacéo continuou por 20
horas a 37°C em uma atmosfera umidificada de CO2 5%. Sobrenadan-
tes de cultura celular (20 pl) de cada amostra incubada foram adicio-
nados a QUANTI-Luc ressuspenso (50 ul) e o sinal luminescente foi
medido imediatamente usando um leitor de placas SpectraMax M5
(Molecular Devices). O valor de ECso foi determinado a partir da curva
de resposta a dose. A Tabela 1A fornece os valores de ECso em célu-
las THP1-Dual co-cultivadas com células de cancer OVCARS.

Tabela 1A

Artigo de | Conjugado |Conjugado 8f| Conjugado |Composto 1
Teste 8b-1 8d-1

ECso0 (nM) <0,05 43,3 41,8 6,8
[00638] Conforme mostrado na Tabela 1A, o conjugado 8b-1 com

funcao efetora de Fc do tipo selvagem exibe atividade mais de 100 ve-
zes maior em comparagao com o agonista livre, Composto 1 e ativida-
de aumentada em ~1000 vezes em comparagao com o conjugado 8f e
conjugado 8d-1, confirmando o papel do receptor Fc para a atividade.
Os resultados apresentados sao valores de ECso de um experimento
representativo.

Exemplo 26B: Atividade de STING-ADC de tipo selvagem ou mu-

tante de Fc direcionada a células de cancer em co-culturas de cé-
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lulas de cancer/repérter de Luciferase THP1

[00639] Geracdo de anticorpos silenciosos para Fc de HER-2: O
mAb Trastuzumabe com sua regido Fc projetada para abolir a funcéo
efetora de Fc (anti-Her2-(AAG)) foi projetado com trés mutacdes na
regido constante de cadeia pesada L234A, L235A e P329G (AAG;
numeracao Eu de Kabat) foi gerado como descrito no Exemplo 26A.
[00640] Inducgao da via STING em células imunes: A indugcado da
via STING em células imunes por STING ADC direcionado a Her2 foi
avaliada por um ensaio de co-cultura de células de cancer/células com
reporter de THP1-IRF3-Luciferase usando células de carcinoma de
mama humano SKBR3, como descrito no Exemplo 26A, com artigos
de teste Conjugado 8a-2, Conjugado 8j, Conjugado 8c-2, e Composto
1). A Tabela 1A fornece os valores de ECso em células THP1-Dual co-

cultivadas com células de cancer SKBR3.

Tabela 1B
Artigo de | Conjugado | Conjugado | Conjugado |Composto 1
teste 8a-2 8j 8c-2
ECso (nM) 0,35 >200 >200 7,4

[00641] Conforme mostrado na Tabela 1B, o Conjugado 8a-2 com
funcao efetora de Fc de tipo selvagem exibe atividade ~50 vezes maior
em comparag¢ao com o agonista livre, Composto 1, e atividade aumen-
tada ~1000 vezes em comparacao com o Conjugado 8j e o Conjugado
8c-2, confirmando o papel do receptor Fc para a atividade. Os resulta-
dos mostrados sdo valores de ECso de um experimento representativo.
Exemplo 27A: Atividade de STING ADC de tipo selvagem ou com
Fc mutante direcionado a células de cancer em células com re-
porter de THP1 Luciferase cultivadas em placas revestidas com
antigeno de células tumorais

[00642] O peptideo derivado de NaPi2b humano (QINVTVPSTAN-
CTSPSLCWTDGIQNWTMKN) foi aplicado como revestimento sobre a

superficie de cada poc¢o de uma placa de 96 pocos por incubagdo com
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o peptideo (1 ug/mL em PBS), durante a noite a 4°C. Os pogos foram
entdo lavados 1x com PBS-T e bloqueados por incubacdo com BSA
(3% em PBS-T) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem
com PBS-T (2x), PBS (1x) e meio de crescimento (RPMI 1640, 10%
SFB (soro fetal bovino), 1% penicilina/estreptomicina, 1x), uma faixa
de dilui¢cdes (0,4 nM a 100 nM com base na carga util; 3 diluicdes seri-
adas 3 vezes em meio de crescimento) dos artigos de teste, (Conjuga-
do 8b-1, Conjugado 8f, Conjugado 8c-1, e Composto 1) foram adicio-
nados a cada poco e a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. Células
reporter THP1-Dual (50.000) foram adicionadas a cada poco e incuba-
das por 20 horas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 5% de
CO:.. Os sobrenadantes de cultura celular (20 pl) de cada amostra in-
cubada foram adicionados ao QUANTI-Luc ressuspenso (50 ul) e o
sinal luminescente foi medido imediatamente usando um leitor de pla-
cas SpectraMax M5 (Molecular Devices). O valor de ECso foi determi-
nado a partir da curva de resposta a dose. A Tabela 2A fornece os va-
lores de ECso em células THP1-Dual cultivadas em placas revestidas

com peptideo recombinante NaPi2b.

Tabela 2A
Artigo de | Conjugado | Conjugado | Conjugado |Composto 1
teste 8b-1 8f 8c-1
ECso (nM) <0,022 >100 18,99 5,18
[00643] Conforme mostrado na Tabela 2, o Conjugado 8b-1 com Fc

de tipo selvagem exibe atividade ~100 vezes maior em comparagéo ao
Composto 1. O Conjugado 8f ndo tem atividade e Conjugado 8c-1 tem
atividade ~1000 vezes menor em comparagéo com o Conjugado 8b-1,
confirmando o papel do receptor Fc para a atividade. Os resultados
mostrados s&o valores de ECso de um experimento representativo.

Exemplo 27B: Atividade de STING ADC de tipo selvagem ou com
Fc mutante direcionado a células de cancer em células com re-

porter de THP1 Luciferase cultivadas em placas revestidas com
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antigeno de células tumorais
[00644]
(marcado com His, ECD, dominio IV, 17,1 kDa) foi aplicado como re-

O peptideo derivado da proteina HER2/ErbB2 humana

vestimento sobre a superficie de cada po¢o de uma placa de 96 pocgos
por incubagado com o peptideo (1 ug/mL em PBS), durante a noite a 4
°C e o ensaio foi realizado conforme descrito no Exemplo 27A, exceto
que diluigdes em série 3 vezes (0,09 nM a 200 nM com base na carga
util) dos artigos de teste Conjugado 8a-3, Conjugado 8j, Conjugado 8c-
2, e Composto 1 foram usadas. A Tabela 2B fornece os valores de
ECso em células THP1-Dual cultivadas em placas revestidas com pro-

teina recombinante Her2.

Tabela 2B
Artigo de | Conjugado | Conjugado | Conjugado |Composto 1
teste 8a-3 8j 8c-2
ECso0 (nM) 0,36 >200 >200 8,8
[00645] Conforme mostrado na Tabela 2B, o Conjugado 8a-3 com

Fc de tipo selvagem exibe atividade ~100 vezes maior em comparagéo
ao Composto 1. Os Conjugados 8j e o Conjugado 8c-2 n&o tém ativi-
dade, confirmando o papel do receptor Fc para a atividade. Os resul-
tados mostrados s&o valores de ECso de um experimento representati-
VO.

Exemplo 28A: Atividade de NaPi2b ADC direcionado para células
tumorais em co-culturas de células de cancer/PBMC

[00646]

sando de forma estavel a proteina vermelha fluorescente mKate restri-

Células de carcinoma de ovario humano OVCAR3 expres-

ta ao nucleo foram geradas por transdugado com o reagente IncuCyte©
NucLight Red Lentivirus. Células estavelmente transduzidas (designa-
das como células OVCAR3-NucRed) selecionadas em meio contendo
puromicina (2 ug/mL) por dois dias foram semeadas em placas de cul-
tura de tecidos de 96 pocos (8.000/pogo) e deixadas para se ligarem
durante a noite em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1% de penici-
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lina/estreptomicina. O meio de cultura foi trocado por meio fresco (50
ML). Os artigos de teste (3x concentrado, Conjugado 8b-1 (100, 10 e 1
nM), Conjugado 8f (100, 10 e 1 nM), Conjugado 8c-1 (100 e 10 nM), e
Composto 1 (100 e 10 nM); as concentracdes de conjugado foram ba-
seadas na carga util) foram entdo adicionados a cada pog¢o no meio
(50 pL) e a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. Células mononucle-
ares de sangue periférico humanas (PBMCs) congeladas foram des-
congeladas de acordo com as instru¢cdes do fornecedor e foram adici-
onadas a cada poc¢o (40.000 PBMCs em 50 pyL de meio) e a placa foi
colocada em um instrumento de imageamento de células vivas In-
cuCyte© em uma incubadora (37 °C, 5% de O) e digitalizadas a cada
4 horas durante 2 dias. O numero de objetos vermelhos (células de
cancer) foi quantificado usando o programa IncuCyte© Zoom. A con-
fluéncia dos objetos vermelhos em cada poc¢o foi normalizada para sua
prépria confluéncia de objetos vermelhos no ponto de tempo T = 0.
[00647] A figura 1A plota a confluéncia dos objetos vermelhos em
funcdo do tempo e mostra a inducdo robusta da morte de células de
cancer por PBMCs em resposta ao Conjugado 8b-1 em uma concen-
tragao de carga util 100x menor em comparacdo com o Composto 1. O
conjugado 8f também exibiu atividade embora em niveis reduzidos em
comparagao ao Conjugado 8b. O Conjugado 8c-1 teve uma atividade
significativamente menor em comparagao ao Conjugado 8b-1.
Exemplo 28B: Atividade de NaPi2b ADC direcionado para células
tumorais em co-culturas de células de cancer/PBMC

[00648] Células OVCAR3-NucRed foram semeadas em placas de
cultura de tecidos de 96 pocos (20.000/pogo) e deixadas para se liga-
rem por 6 horas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1% de peni-
cilina/estreptomicina. O meio de cultura foi trocado por meio fresco (50
ML). Os artigos de teste (3x concentrado, Conjugado 8l e Composto 1

(cada um em 100, 10 e 1 nM) e Conjugado 8m (100 nM); as concen-
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tragcdes de conjugado foram baseadas na carga util) foram entdo adici-
onados a cada po¢co em meio (50 yL). O ensaio foi realizado como
descrito no Exemplo 28A, exceto que 30.000 PBMCs foram usadas. O
numero de objetos vermelhos (células de cancer) foi quantificado
usando o programa IncuCyte© Zoom. Os numeros de objetos verme-
Ihos em cada pog¢o foram normalizados para seus proprios numeros de
objetos vermelhos no ponto de tempo T = 0.

[00649] A figura 1B plota os numeros dos objetos vermelhos em
funcdo do tempo e mostra a indugéo robusta da morte de células de
cancer por PBMCs em resposta ao Conjugado 81 em uma concentra-
cao de carga util 100x menor em comparagao com o Composto 1. O
Conjugado 8m nao teve atividade significativa e o aumento no numero
de objetos vermelhos (crescimento celular) ao longo do tempo foi se-
melhante ao controle ndo tratado. A inser¢gdo mostra que nenhum dos
artigos de teste (100 nM) inibiu o crescimento de células OVCAR3-
NucRed em monoculturas.

Exemplo 29: Anadlise de citometria de fluxo de CD14, receptores
Fcy e expressao de CD3 em PBMCs e subpopulagcdées de mondci-
tos isoladas

[00650] As PBMCs humanas congeladas (1x108) foram desconge-
ladas e aliquotadas em trés tubos: uma aliquota foi submetida ao enri-
quecimento de mondocitos humanos [StemCell Technologies] ("mondci-
tos com deplecdo de CD16"), uma aliquota foi submetida a enriqueci-
mento de mondcitos humanos sem deplecdo de CD16 [StemCell
Technologies] ("mondcitos enriquecidos”), e uma aliquota n&o foi sub-
metida a enriquecimento ("PBMCs"). Para a citometria de fluxo, as cé-
lulas (50.000) de cada grupo foram transferidas para uma placa de 96
pocos com fundo em U em 4 réplicas, lavadas com PBS e coradas
com corante de coloragdo de células mortas fixavel Live/Dead Aqua

(Molecular Probes) seguido por coloracdo com anticorpos de controle
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isotipico (anti-CD14 humano Pacific Blue, anti-CD3 humano FITC,
APC/Cy7 CD16, anti-CD32 humano PE, anti-CD64 humano PE/Cy7) e
especificas para o alvo (triplicatas). As células foram fixadas e a ex-
pressao de superficie das proteinas de interesse foi determinada por
analise de citometria de fluxo em um citémetro de fluxo MACSQuant. A
analise dos dados foi realizada pelo programa FlowJo. A Tabela 3 for-
nece a frequéncia (% de células unicas/vivas)) de CD14-/CD16+,
CD14+/CD16+, CD14-/CD32+, CD14+/CD32+, CD14-/CD64+,
CD14+/CD64+, e CD14-/CD3+ em PBMCs, mondcitos enriquecidos e

populacdes de mondcitos com deplagao de CD16

Tabela 3
Populagdo | CD14+ | CD14- | CD14+ | CD14- | CD14+ | CD14- | CD14-
(%) CD16+ | CD16+ | CD32+ | CD32+ | CD64+ | CD64+ | CD3+

PBMCs |1,8+0,1|20,0+0,8({15,5+0,8|32,5+ 0,5|15,5+ 0,9( 1,0+ 0,3 |47,5+ 0,7
Mondcitos | 4,0+ 0,4 |23,6+ 1,2| 5,1+ 1,2 |20,7+0,1|41,8+ 0,1 2,7+ 0,3 | 3,4+ 0,5
Enriqueci-

dos
Mondcitos | 2,0+ 0,2 | 3,0£0,9 | 5,8+ 0,5 24,2+ 1,1]|46,8+ 0,6( 2,7+ 0,1 | 2,5+ 1,2
com deple-
cao de
CD16
"Selecionado em células unicas/vivas

[00651] A Tabela 3 mostra a deplecao eficiente de células CD3+ e
enriquecimento de mondcitos, e os niveis diminuidos de células positi-
vas para CD16 nos mondcitos com deplecdo de CD16 apds o isola-
mento. Os resultados da coloracdo de CD64 indicam que todas as cé-
lulas positivas para CD14 expressam CD64 (FcyRl) em PBMCs, bem
como nas subpopulag¢des de mondcitos enriquecidas.

[00652] A figura 2 demonstra a deplecéao eficiente de células CD3+
e enriquecimento de monocitos, e os niveis diminuidos de células posi-
tivas para CD14 nos mondcitos com deplecdo de CD16 apds o isola-

mento.
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Exemplo 30: Atividade de morte de células de cancer do Her2
ADC direcionado a célula tumoral com Fc mutante em co-culturas
in vitro de PBMCs e de células SKBR3 com STING de tipo selva-
gem ou inativado (knock out)

[00653] Geracao de clones de células isoladas com inativagao
de STING que expressam a proteina fluorescente mKate restrita
ao nucleo: As células SKBR3 foram semeadas em placas de 24 po-
cos (50.000/pocgo) e transfectadas com um sgRNA nao direcionado e
trés sgRNAs diferentes direcionados ao gene STING humano usando
0 gRNA sintético TrueGuide™, a proteina Cas9 v2 TrueCut™ e o rea-
gente de transfeccao Lipofectamina™ CRISPRMAX™ da Thermo Fis-
her de acordo com o protocolo do fabricante. As sequéncias de sgRNA
foram: sgNT (sem direcionamento). AAAUGUGAGAUCAGAGUAAU;
sg#3: TACTCCCTCCCAAATGCGGT; sg#4: CTCGCAGGCACTGAA-
CATCC; e sg#5: GTTAAACGGGGTCTGCAGCC. Sete dias apoés a
transfecgao, as células individuais foram classificadas em placas de 96
pocos contendo 100 yL de DMEM com 20% de SFB e 1% penicili-
na/estreptomicina e os clones foram formados em 2 a 3 semanas (0
meio foi trocado uma a duas vezes por semana). Varios clones foram
tripsinizados e expandidos para analisar a expressao de STING por
Western blots usando anticorpos monoclonais de coelho anti-STING
(Cell Signaling Technologies) e anti-p-Actina (Licor). Os clones sem
expressao da proteina STING (conforme determinado por Western
blots) foram selecionados para expressar de forma estavel a proteina
fluorescente mKate restrita ao nucleo, conforme descrito no Exemplo
28.

[00654] Ensaio de morte: Células SKBR3 com STING tipo selva-
gem (sgNT-2: sgRNA nao direcionado, clone 2) e inativado (sg#3-2:
sgRNA#3 clone 2) expressando NucRed foram semeadas em placas
de 96 pocos (15.000/poco) em RPMI com 10% SFB e 1% penicili-
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na/estreptomicina e o ensaio de morte de PBMC foi realizado confor-
me descrito no Exemplo 29 usando o Conjugado 8a-3, Conjugado 8j,
Conjugado 8c-2, e Composto 1 cada um em 100, 25, 5 e 1 nM (as
concentracdes de conjugado foram baseadas na carga util).

[00655] As figuras 3A e 3B plotam a confluéncia do objeto vermelho
em funcdo do tempo e mostram a morte de co-culturas de células
SKBR3 com STING tipo selvagem (sgNT-2)/PBMC e co-culturas de
células SKBR3 nocaute (sg#3-2) /PBMC, respectivamente. O Conju-
gado 8a-3 induziu morte robusta de ambas as coculturas de células
SKBR3 com STING de tipo selvagem e inativado/PBMC em todas as
doses testadas. O conjugado 8j teve alta atividade em 100, 25 e 5 nM
em co-culturas de células SKBR3 com STING de tipo selvagem
(sgNT-2)/PBMC e baixa atividade em co-culturas de células SKBR3
com STING inativado (sg#3-2)/PBMC. O composto 1 mostrou ativida-
de em co-culturas de ceélulas SKBR3 com STING de tipo selvagem
(sgNT-2)/PBMC a 100 nM apenas e nenhuma atividade em co-culturas
de células SKBR3 com STING inativado (sg#3-2)/PBMC em todas as
doses. O conjugado 8c-2 né&o teve atividade em co-culturas de células
SKBR3 com STING de tipo selvagem (sgNT-2)/PBMC nem em co-
culturas de células SKBR3 com STING inativado (sg#3-2)/PBMC.
Exemplo 30A: Atividade do anticorpo Her2 e de Her 2 ADC direci-
onados para células tumorais em co-culturas de células SKBR3
com STING inativado ou STING de tipo selvagem/PBMC.

[00656] Células SKBR3 com STING tipo selvagem (sgNT-2: sgRNA
nao direcionado, clone 2) e inativado (sg#3-2: sgRNA#3 clone 2) ex-
pressando NucRed foram co-cultivadas com PBMCs e o ensaio de
morte foi realizado conforme descrito no Exemplo 30 usando uma faixa
de dose de Conjugado 8a-3, Conjugado 8-j (200 nM com base na car-
ga util, diluicdo 4x). Trastuzumabe com Fc de tipo selvagem nao con-

jugado e Trastuzumabe com mutante AAG de Fc foram dosados com
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base na concentracao de anticorpo correspondente a concentragao
de anticorpos do Conjugado 8a-3. Conforme mostrado na Figura 4A e
FIG. 4B, o Conjugado 8a-3 exibiu morte robusta de ambas as células
de cancer SKBR3 com STING do tipo selvagem e inativado, enquanto
o mutante ADC direcionado a Her2 com mutante de Fc, o Conjugado
8-j, mostrou atividade de morte apenas nas co-culturas de SKBR3 com
STING tipo selvagem, que foi quase diminuida nas co-culturas de
SKBR3 com STING inativado. Ambos os anticorpos Trastuzumabe ndo
conjugados de Fc tipo selvagem e mutante AAG mostraram baixa ati-
vidade nas co-culturas de células de cancer com STING de tipo selva-
gem e inativado. Esses dados demonstram que a atividade de morte
de células de céncer da atividade de STING-ADC direcionada a célu-
las de cancer com Fc mutante em co-culturas de células imunes é con-
tribuida pela ativagdo de STING intrinseca a célula tumoral.

Exemplo 31: Atividade de NaPi2b ADC direcionado a célula tumo-
ral em co-culturas de células de cancer/mondécitos humanos na
auséncia de células T

[00657] Células OVCAR3-NucRed (geradas conforme descrito no
Exemplo 28) foram semeadas (15.000/po¢o) em placas de cultura de
tecidos de superficie CellBind de 96 pogos (Corning) e deixadas para
se ligarem por 6 horas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1%
penicilina/estreptomicina. O meio de cultura foi trocado por meio fresco
(50 pL). Os artigos de teste (Conjugado 8b-1 e Composto 1, cada um
a 20 e 4 nM, concentracdo de conjugado com base na concentracio
de carga util) foram entdo adicionados a cada pogo em meio (50 uL), e
a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. As PBMCs, os mondcitos en-
riguecidos e os mondcitos com deplecdo de CD16 foram preparados
conforme descrito no Exemplo 29. As PBMCs vivas (30.000/po¢o), os
mondocitos enriquecidos (20.000/pog¢o) e mondcitos com deplecado de

CD16 (20.000/pogo) foram entdo adicionados aos pogcos em meio de
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cultura (50 uL) e a placa foi colocada em um instrumento de imagea-
mento de células vivas IncuCyte© em uma incubadora (37 °C, 5% O>)
e digitalizada a cada 4 horas durante 2 dias. O numero de objetos
vermelhos (células de cancer) foi quantificado usando o software In-
cuCyte© Zoom. A confluéncia dos objetos vermelhos em cada pogo foi
normalizada para sua propria confluéncia de objetos vermelhos no
ponto de tempo T = 0. A confluéncia dos objetos vermelhos é plotada
nas FIGs. 5A a 5C em funcido do tempo e mostra que as populacdes
de mondcitos com deplecéo de células T CD3+ tém atividade de morte
de células de cancer comparavel em resposta a atividade de ADC di-
recionada as células tumorais. O Conjugado 8b-1, nas concentragdes
de carga util de 4 nM e 20 nM induziram morte robusta das células de
cancer OVCAR3-NucRed por PBMCs (FIG. 5A), mondcitos enriqueci-
dos (FIG. 5B) e mondcitos com deplecdo de CD16 (FIG. 5C). O Com-
posto 1 a 20 nM induziu a morte de células de cancer apenas em co-
culturas de mondcitos enriquecidos e de mondcitos com deplegao de
CD16.

Exemplo 32: Medigdes in vitro de CXCL10 humano e ligacao celu-
lar de conjugados farmaco-anticorpo direcionados a HER2 a li-
nhagem celular de cancer de mama humano HCC1954

[00658] As células de cancer de mama HCC1954 foram cultiva-
das até ~80-95% de confluéncia em RPMI 1640 suplementado com
SFB (10%) e penicilina/estreptomicina (1%). As células foram colhidas
e adicionadas a poc¢os de uma placa de fundo plano de 96 pocos
(40.000/poco) e incubadas durante a noite a 37 °C, 5% de CO.. As cé-
lulas foram entdo tratadas com conjugados anticorpo HER2 -farmaco
de teste (20 pL) conforme indicado na Tabela 4, em concentragbes
que variam entre 1 pM e 10 uM e incubadas por 24 horas a 37 °C, 5%
de CO2. As placas foram centrifugadas (300 g, 5 minutos), os sobre-

nadantes foram coletados (100 mL) e submetidos a analise por ELISA
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para CXCL10 humano (CXCL10/IP-10 humano). As placas reveladas
foram lidas em ODa4s0 em um leitor de placas SpectraMax M5. Os valo-
res para cada tratamento foram plotados, e os valores de ECsg calcu-
lados com o software GraphPad Prism usando um ajuste de curva de
quatro parametros.

[00659] Para a determinagao da ligacao celular dos conjugados de
anticorpo HER2-farmaco a HCC1954, as células foram cultivadas até
~80-95% de confluéncia em meio RPMI 1640 suplementado com SFB
(10%) e penicilina/estreptomicina (1%). As células foram colhidas e
adicionadas a pogos de uma placa de fundo V de 96 pocgos
(50.000/pocgo). As ceélulas foram peletizadas (300 x g, 5 minutos) e res-
suspensas em solucdes de conjugados de anticorpo HER2-farmaco de
teste, conforme indicado na Tabela 4, em concentragdes variando en-
tre 0,01 nM e 100 nM e incubadas em gelo por 3 horas. As células fo-
ram entdo lavadas em PBS gelado (3x), peletizadas (300 g, 5 minutos)
e incubadas com anticorpo de deteccio (anti-lgG humana de cabra -
Alexa-647 (cadeia H + L) por 1 hora a 4 °C. As suspensdes de células
foram peletizadas (300 g, 5 minutos), lavadas 3 vezes em PBS gelado
e fixadas por ressuspensao em solucdo de paraformaldeido (2%). As
células ressuspensas foram entdo submetidas a analise de citometria
de fluxo em uma citometria de fluxo MACS Quant. Eventos unicos
(10.000) foram coletados para analise. A selecdo populacional e a
analise da Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) foram realizados
com o software FlowdJo.

[00660] A Tabela 4 resume os valores médios de ECso para ligacéo
celular e indugado de CXCL10 em HCC1954.

Tabela 4

Artigos de teste DAR ECso ELISAECso de ligagao
CXCL10 (nM)  [celular (nM)

Conjugado 25 6,6 0,13 ND
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Artigos de teste DAR ECso ELISAECs, de ligagao
CXCL10 (nM)  (celular (nM)
Conjugado 45 6,5 0,17 ND
Conjugado 8-2 6,8 0,51 ND
Conjugado 28 6 0,16 1,0
Conjugado 29 5,5 0,18 ND
Conjugado 62 6,5 0,20 ND
Conjugado 64 6,4 0,22 ND
Conjugado 58 6,5 2,3 ND
Conjugado 74 6,9 3,4 ND
Conjugado 78 7,4 2,7 ND
Conjugado 28 6 0,16 1,0
Conjugado 82 5,7 0,17 ND
Conjugado 52 7,7 0,12 2,3
Conjugado 50-1 7,7 0,13 ND
Conjugado 66-2 5,3 1,38 ND
Conjugado 32-1 6,5 1,23 2,4

ND = nao determinado

[00661] Conforme mostrado na Tabela 4, o tratamento de células
HCC1954 com conjugados de anticorpo-farmaco direcionados a Her2
resultou em valores de ECso subnanomolares para indugdo de
CXCL10. Quando determinado, os valores de ECso para a ligacado de
ADCs direcionados a Her2 a células HCC1954 também estavam na
faixa nanomolar baixa.

Exemplo 33: Atividade dos conjugados de anticorpo para HER2-
farmaco direcionados para células tumorais em co-culturas de
células de cancer/PBMC

[00662] Atividade de morte de células de cancer: As células de
cancer de mama humano SKBR3 que expressam de forma estavel a

proteina fluorescente mKate restrita ao nucleo foram geradas como
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descrito no Exemplo 28A e designadas como células NucRed SKBR3.
20.000 células (por poco) de células NucRed SKBR3 foram semeadas
em placas de cultura de tecidos de 96 pocos e deixadas para se liga-
rem por 6 horas em 50 pL de meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1%
de penicilina/estreptomicina. Uma gama de diluicées (0,0,1 nM a 200
nM com base na carga util; diluigbes em série de 4 vezes no meio de
crescimento) dos 50 L de artigos de teste (Conjugado 8a-2, Conjuga-
do 8-j, Conjugado 8c-2 e Composto 1) foram adicionadas a cada pocgo
e a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. As PBMCs ou 0s mondcitos
humanos primarios (isolados de PBMCs conforme descrito no Exem-
plo 29) (50.000) foram entdo adicionados a cada pogo e o ensaio foi
realizado conforme descrito no Exemplo 28. A Tabela 5 mostra os va-
lores de ICso (atividade de morte) dos artigos de teste em co-culturas
de células de cancer / PBMC e mondcitos humanos primarios isolados

(atividade de morte de células de céancer).

Tabela 5
Artigo de | Conjugado | Conjugado | Conjugado |Composto 1
teste 8a-2 8- 8c-2
ICs0 (NM) -
PBMC 0,03 0,91 NA 9,51
ICs0 (NM) -
Monécito 0,05 1,6 NA 8,32

[00663] Conforme mostrado na Tabela 5, o Conjugado 8a-2 exibiu
poténcia ~300x e ~150x maior em comparacao com o Composto 1 em
co-culturas de PBMC e mondcitos, respectivamente. A poténcia do
Conjugado 8-j foi ~30x e 80x menor em relacdo ao Conjugado 8a-2 em
co-culturas de PBMC e mondcitos, respectivamente. O Conjugado 8c-
2 teve atividade minima em ambas as co-culturas de PBMC e mondci-
tos.

[00664] Inducdo de CXCL10: A Tabela 6 mostra os valores de ECso

dos artigos de teste em co-culturas de células de cancer / PBMC e de
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mondcitos humanos primarios isolados para inducdo de CXCL10.

Tabela 6
Artigo de | Conjugado | Conjugado | Conjugado |Composto 1
teste 8a-2 8- 8c-2
ECso (nM) -
PBMC 0,06 2,35 NA 26,13
ECso (nM) -
Monécito 0,04 2,05 NA 31,10

[00665] Conforme mostrado na Tabela 6, o Conjugado 8a-2 apre-
sentou poténcia ~400x e ~700x maior para inducdo de CXCL10 em
comparagado com o Composto 1 em co-culturas de PBMC e mondcitos,
respectivamente. A poténcia do Conjugado 8-j foi ~ 50x menor em re-
lacdo ao Conjugado 8a-2 em co-culturas de PBMC e mondcitos. O
Conjugado 8c-2 teve atividade minima em ambas as co-culturas de
PBMC e mondcitos.

[00666] Inducao de IFN tipo lll: As co-culturas de células SKBR3 e
PBMCs foram estabelecidas como descrito acima para analisar a in-
ducado de Interferons Tipo Ill em sobrenadantes 24 horas apds o tra-
tamento usando um kit de ELISA para IL29/IL28b humano. A Tabela 7
mostra os valores de ECso dos artigos de teste em co-culturas de célu-
las de cancer/PBMC para indugéo de IL29/IL28b (IFNA1/A3).

Tabela 7
Artigo de | Conjugado |Conjugado 8-| Conjugado |Composto 1
teste 8a-2 i 8c-2
ECso (nM) -
PBMC 0,08 0,54 NA 28,30

[00667] Conforme mostrado na Tabela 7, o Conjugado 8a-2 apre-
sentou poténcia ~400x maior para indugao de IL29/IL28b em compa-
racdo com o Composto 1 em co-culturas de PBMC. A poténcia do
Conjugado 8- foi ~6x menor em relacdo ao Conjugado 8a-2 em co-
culturas de PBMC. O conjugado 8c-2 teve atividade minima em co-
culturas de PBMC
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[00668] Os dados nas Tabelas 7 a 9 demonstram que a mutagéo na
regido Fc do ADC que anula as interagcdes de FcyR reduz, mas nao
elimina, a atividade de morte de células de cancer do ADC direciona-
do, sugerindo assim uma contribuicdo independente da Fc do ADC.
Exemplo 34: Indugao da via STING em células imunes

[00669] A inducdo da via STING em células imunes por STING
ADC direcionado a Her2 foi avaliada por um ensaio de co-cultura de
células de cancer/células com reporter de THP1-IRF3-Luciferase. Cé-
lulas de adenocarcinoma de ovario humano SKOV3 foram semeadas
em placas de cultura de tecidos de superficie CellBind de 96 pocos
(20.000/pocgo) e deixadas para se ligarem por 6 horas em meio McCoy
5a com 10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina. Uma gama de
dilui¢des (0,01 nM a 300 nM com base na carga util; diluicdes em série
de 4 vezes no meio de crescimento) dos artigos de teste Conjugado
32-5, Conjugado 32e e Composto 30 foram adicionadas a cada poco e
a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. 50.000 células repérter THP1-
Dual (50.000) foram entdo adicionadas a cada poco e a incubacéo
continuou por 20 horas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 5%
de CO2. Os sobrenadantes de cultura celular (20 ul) de cada amostra
incubada foram adicionados ao QUANTI-Luc ressuspenso (50 ul) e 0
sinal luminescente para IRF3 foi medido imediatamente usando um
leitor de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices). O valor de ECso
foi determinado a partir da curva de resposta a dose. A Tabela 8 for-
nece os valores de ECso em células THP1-Dual co-cultivadas com cé-
lulas de cancer SKOV3.

Tabela 8

Artigo de teste |Conjugado 32-5| Conjugado 32e | Composto 30

ECso0 (nM) 0,78 NA 38,51
[00670] Conforme mostrado na Tabela 8, o tratamento de co-

culturas de SKOV3 e THP-1 com ADCs direcionados para Her2 resul-

tou em valores de ECso subnanomolares a nanomolares baixos para a
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inducdo da via STING nas células imunes THP-1.

Exemplo 35: Atividade dos conjugados de anticorpo para HER2-
farmaco direcionados para células tumorais em co-culturas de cé-
lulas de cancer/PBMC

[00671] Indugcdo de CXCL10: Células de adenocarcinoma de pul-
mao humanas Calu3 foram semeadas em placas de cultura de tecidos
de 96 pocos e deixadas para se ligarem durante a noite a 37 °C, 5%
de CO2 em 100 pL de meio EMEM com 10% de SFB e 1% de penicili-
na/estreptomicina. O meio de cultura foi trocado por meio fresco (100
ML). Uma gama de dilui¢des (0,0,1 nM a 200 nM com base na carga
atil; diluicbes em série de 4 vezes no meio de crescimento) dos 50 uL
de artigos de teste (Conjugado 32-4, composto 30, Conjugado 30b-1)
foram adicionadas a cada poc¢o e o ensaio foi realizado conforme des-
crito no exemplo 33-Indugdo de CXCL10. A Tabela 9 mostra os valo-
res de ECso dos artigos de teste em co-culturas de células de cancer /

PBMC e monoculturas de células de cancer para inducdo de CXCL10.

Tabela 9
Artigo de teste |[Conjugado 32-4| Composto 30 |[Conjugado 32b-1
ECso (nM) -
PBMC 0,06 160,20 NA

[00672] Conforme mostrado na Tabela 9, o Conjugado 32-4 exibiu
poténcia subnanomolar em comparacdo com o Composto 30 em co-
culturas e monoculturas de células de cancer/PBMC, respectivamente.
O conjugado 32b-1 teve atividade minima em ambas as co-culturas e
monoculturas de células de cancer/PBMC.

Exemplo 36: Ativagao da via STING em monoculturas de células
de cancer na presenca de meios condicionados de culturas de
células imunes nao tratadas

[00673] O meio condicionado foi preparado cultivando-se 1,5 x
10%/mL de PBMCs (dois doadores diferentes), 1 x 108/mL de mondci-

tos primarios (isolados de PBMCs de dois doadores diferentes, con-
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forme descrito no Exemplo 29), ou 1 x 109/mL de células THP1 em
meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina
por 24 horas a 37 °C, 5% O2, em uma incubadora. Os sobrenadantes
foram recolhidos e centrifugados a 2000 rpm durante 10 min para re-
mover quaisquer células. As células SKOV3 foram semeadas em pla-
cas de 96 pocos (30.000/pogo) e deixadas fixar durante a noite em
meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina.
O meio de cultura foi substituido por 100 uL/pog¢o de meio fresco (con-
trole) ou meio condicionado de células imunes n&o tratadas seguido
pela adicdo de Composto 1 (50 pL/poco, concentragao final de 100
nM) ou meio de controle (sem tratamento) a cada pogo. Apds incuba-
gao por 24 horas em 37 °C, 5% de O, os sobrenadantes das placas de
96 pocos foram analisados quanto a producdo de CXCL10 usando um
kit ELISA para CXCL10 humano. A Tabela 10 mostra os valores de

O.D. 450 para CXCL10 produzidos pelas monoculturas de células de

cancer SKOV3.
Tabela 10
Meios condicionados| O.D. 450 Controle 0.D. 450 + 100 nM
(Sem tratamento com Composto 1
agonista de STING)
Nenhum 0,02 +/- 0,028 0,16 +/- 0,038
PBMC (Doador 1) 0,47 +/- 0,058 2,22 +/- 0,084
PBMC (Doador 2) 0,13 +/- 0,019 0,83 +/- 0,086
Monécito (Doador 1) 0,04 +/- 0,010 1,62 +/- 0,050
Monécito (Doador 2) 0,21 +/- 0,018 0,97 +/- 0,142
THP1 0,00 +/- 0,007 0,18 +/- 0,043
[00674] Conforme mostrado na Tabela 10, as células SKOV3 res-

ponderam ao tratamento com agonista de STING em monoculturas
apenas na presenca de meio condicionado de PBMCs e mondcitos
humanos primarios, mas nédo de células THP1, sugerindo assim que

as PBMCs ou os monécitos humanos primarios secretam fatores que
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podem sensibilizar as células de cancer ao tratamento com agonista
de STING.

Exemplo 37: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo anti-HER2-farmaco em SKOV3

[00675] Camundongos SCID CB.17 fémeas foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humano SKOV3 (10 x
10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 63 e
75mm?3 (média = 65,4 mm?3/grupo) (n=10/grupo). Veiculo, Trastuzuma-
be (3/0 mg/kg), Agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-
1 (1/0,04 mg/kg ou 3/0,12 mg/kg), ou Conjugado 8a-1 (1/0,03 mg/kg ou
3/0,09 mg/kg) foram administrados por via intravenosa como uma dose
unica no dia 1 (todas as doses s&o administradas por anticorpo/carga
util). A perda de peso corporal transitoria, dentro de limites aceitaveis,
foi observada 2 a 3 dias apds o tratamento, sem observacdes clinicas
adicionais, para o agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg) e Conjugado
8c-1 (3/0,12 mg/kg). A perda de peso corporal em momentos posterio-
res se correlacionou com a progressao do tumor, indicando caquexia
induzida pelo modelo de tumor.

[00676] A figura 6 fornece os resultados para os volumes tumorais
de camundongos portadores de tumor SKOV3 tratados com Tras-
tuzumabe, agonista de STING diABZI, Conjugado 8c-1, Conjugado 8a-
1 ou veiculo. O tratamento com Trastuzumabe (3/0 mg/kg), agonista
de STING diABZI (0/5 mg/kg) ou Conjugado 8c-1 (1/0,04 mg/kg ou
3/0,12 mg/kg) resultou em 47,5, 36,9, 13,5 ou 25,5% de TGl, respecti-
vamente. O tratamento com Conjugado 8a-1 (1/0,03 mg/kg ou 3/0,09
mg/kg) resultou em 86,5 e 100% de regressdo do tumor, respectiva-
mente.

Exemplo 38: Citocinas séricas apés administracao de conjugado
de anticorpo HER2-farmaco em SKOV3

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 305/415



294/319

[00677] Camundongos SCID CB.17 fémeas foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humano SKOV3 (10
x10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 108
e 172mm?® (média = 128 a 131,6 mm). Veiculo, agonista de STING di-
ABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg) ou Conjugado 8a-1
(3/0,09 mg/kg) foram administrados por via intravenosa no dia 1 (todas
as doses sao dadas como anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo).
O soro foi coletado em 6, 12, 24 e 72 horas apds a dose (n = 5 por
grupo) e congelado em gelo seco para analise de citocinas séricas. Os
tumores foram coletados em 12 e 72 horas apo6s a dose (n = 5 para
cada ponto de tempo) e processados em blocos embebidaos em para-
fina e fixados em formalina (FFPE).

[00678] As citocinas séricas (Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFNy, IL-
1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL -10, IL-12 (p40), IL-12
(p70), IL-13, IL-15, IL-17, CXCL10 (IP-10), CXCL1 (KC), LIF, LIX,
MCP-1, M-CSF, MIG, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, RANTES, TNFa e
VEGF) foram analisadas usando o painel de microesferas magnéticas
de citocina/quimiocina de camundongo em um instrumento FlexMap3D
Luminex. O software de ajuste de curva de imunoensaio Belysafoi
usado para a analise dos dados.

[00679] As Figuras 7A-7H fornecem citocinas medidas em funcéao
do tempo. Apenas citocinas com um aumento mensuravel em relagao
ao controle de veiculo sdao mostradas (CXCL-10 (IP-10), IL-6, TNFaq,
IFNy, CXCL1 (KC), MIG, MIP-1a e RANTES). As inser¢gdes em cada
grafico mostram os niveis de citocinas induzidos pelo Conjugado 8a-1
e Conjugado 8c-1 em relagao ao veiculo. O agonista de STING diABZI
administrado intravenosamente induziu niveis significativamente mais
altos de citocinas séricas do que o Conjugado 8a-1 ou o Conjugado

8c-1, com diferencas tao altas quanto 100 vezes para IL6 e tdo baixas
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quanto 6 vezes para CXCL10. Para a maioria das citocinas, ndo houve
diferenca significativa entre os ADCs de controle e direcionados, e
poucas citocinas mostraram diferencga entre o controle de veiculo e os
ADCs. As escalas do eixo Y no grafico principal e na insergdo enfati-
zam a diferenga entre o agonista de STING diABZI e o resto dos tra-
tamentos neste estudo.

Exemplo 39A: Respostas farmacodinamicas (PD) apés a adminis-
tracao de conjugado de anticorpo HER2-farmaco em SKOV3
[00680] SCID CB.17 fémeas de seis semanas de idade foram ino-
culadas subcutaneamente com células de cancer de ovario humano
SKOV3 (10 x 108 células por camundongo). Os animais foram rando-
mizados em grupos de tratamento quando os volumes do tumor esta-
vam entre 75 e 126 mm3 (média = 94,5 a 96,7 mm?3/grupo). Veiculo,
Conjugado 8c¢c-1 (3/0,12 mg/kg) ou Conjugado 8a-1 (3/0,09 mg/kg),
Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg) ou Conjugado 8a-1 (3/0,09 mg/kg) fo-
ram administrados por via intravenosa no dia 1 (todas as doses sao
dadas como anticorpo/carga util, n=12 para cada grupo). O soro foi
coletado em 6, 12, 24 e 72 horas apds a administragdo (n = 6 para ca-
da grupo) e congelado em gelo seco para analise de citocinas séricas
(dados nédo mostrados). Os tumores foram coletados em 12 e 72 horas
(n=6 para cada grupo) e fixados em blocos de FFPE para processa-
mento posterior.

[00681] Para analise de qPCR em tempo real, o RNA foi extraido
dos blocos de FFPE usando o kit Qiagen Rneasy FFPE. As amostras
foram equalizadas com base na leitura de Nanodrop e o cDNA produ-
zido usando a mistura mestre Thermofisher SuperScript IV VILO Mas-
ter Mix com ensaios de expressao génica da enzima exDNase para
CXCL10 de camundongo, interferon-beta e IL-6 foram configurados
com a mistura mestre TagMan Fast Advanced Master Mix. Ensaios
ABI para Interferon-B de camundongo (IFNb), IL-6 e CXCL10 foram
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usados com GAPDH e RPL30 como genes de manutencao ("house-
keepers"). Os niveis de mRNA em relagcdo ao GAPDH foram calcula-
dos usando o método 2-24CT,

[00682] As Figuras 8A-8C fornecem niveis de mRNA de CXCL10,
Interferon-B e IL-6 de camundongo em tumores SKOV3 medidos em
12 e 72 horas. O tratamento com Conjugado 8a-1 resultou nos niveis
mais altos de mRNA de CXCL10, Interferon-B e IL-6 em 12 horas em
relacdo ao Veiculo ou Conjugado 8c-1. Para o Conjugado 8a-1, os ni-
veis de mMRNA de CXCL10, Interferon- e IL-6 diminuiram em 72 ho-
ras.

[00683] A figura 9 fornece a coloragdo imuno-histoquimica (IHC) de
CD45 de segdes de tecido tumoral de FFPE com anticorpo monoclonal
anti-CD45 de coelho em 12 e 72 horas para o Conjugado 8a-1, Conju-
gado 8c-1 ou veiculo. Como mostrado, houve aumento da infiltracdo
de células imunes de camundongos positivas para CD45 nos tumores
SKOV3 em camundongos SCID 72 horas apos o tratamento com o
Conjugado 8a-1.

Exemplo 39B: Expressao de genes da via STING em xenoenxertos
de tumor humano SKOV3 em camundongos SCID em resposta ao
Conjugado Anticorpo HER2-Farmaco.

[00684] Camundongos CB.17 SCID fémeas foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humano SKOV3 e tra-
tados com Conjugado 8a-1 (3/0,09 mg/kg) conforme descrito no
Exemplo 38. Os tumores foram colhidos e processados em FFPE con-
forme descrito no Exemplo 31. O RNA foi extraido usando o kit Qiagen
Rneasy FFPE de acordo com as instrucdes do kit. 150 ng de RNA por
amostra foram analisados no sistema NanoString nCounter Max usan-
do os painéis de perfilacdo imunoldgica pan-cancer humano ou de
camundongo nCounter e o kit nCounter Standard Master Kit. As Tabe-

las 11 mostram as alteracbes em log2 vezes de genes da via STING
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selecionados em 12 horas.

Tabela 11
Nome do ge- Humano Camundongo
ne Alteracao em | Erro pa- | Alteragcao em | Erro pa-
Log2 vezes drao Log2 vezes drao
CXCL10 11,7 1,11 8,02 0,482
IFNB1 9,26 1,02 4,82 1,13
IFIT2 7,88 0,229 7,12 0,435
IFIT1 6,96 0,31 5,81 0,396
ISG15 6,67 0,36 5,79 0,382
IL6 5,94 0,749 6,36 0,647
IRF1 5,48 0,14 4,83 0,125
MX1 54 0,324 6,68 0,542
IFIH1 5,07 0,223 4,45 0,36
IRF7 4,1 0,322 4,72 0,403
IFNA1 6,52 0,695 nao aplicavel
IFNA2 4,6 0,603 N&o detectado

[00685] Conforme mostrado na Tabela 11, uma unica administracéo
de Conjugado 8a-1 resultou em inducdo acentuada de genes da via
STING de camundongo e de humano, sugerindo que os ADCs agonis-
tas de STING direcionados ao tumor podem induzir a ativagao da via
STING intrinseca ao tumor em tumores in vivo.

Exemplo 40: Analise farmacocinética de ADC direcionado a Her-2
em camundongos CB.17 SCID

[00686] Camundongos CB.17 SCID fémeas de dez semanas de
idade foram administrados por via intravenosa como uma dose unica
no dia 1 com veiculo ou Conjugado 8a-1 (3/0,1 mg/kg) (as doses séo
dadas como anticorpo/carga util, n=3 para cada grupo). O sangue foi
coletado em série de todos os animais em 1, 24, 48, 72, 96, 168, 240 e
336 horas apos o tratamento (n = 3 para cada grupo). O sangue total
foi imediatamente diluido a 1:10 com tamp&o acido (0,6% BSA (p/v),
EDTA a 5 mM em 100 mL de PBS + 15,34 mL de acido citrico a 10
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mg/mL), para um volume total de 0,1 mL. O sangue total diluido foi
congelado rapidamente em gelo seco e armazenado a -80 °C até a
analise de anticorpo total e farmaco conjugado.

[00687] A figura 10 fornece os resultados para as concentracdes
plasmaticas circulantes do anticorpo total e do farmaco conjugado. As
concentracdes plasmaticas de ~25,1 pg/mL e ~0,46 ug/mL foram al-
cancadas para o anticorpo total e o farmaco conjugado, respectiva-
mente, e uma taxa de depuracao correspondente de ~6,71 mL/dia/kg
para anticorpo total e ~20,2 mL/dia/kg para o farmaco conjugado.
[00688] Da mesma forma, o Conjugado 32-3 (1,14/0,04 mg/kg) foi
administrado e o anticorpo total e o farmaco conjugado foram avalia-
dos em 0,25, 24, 72, 168, 240 e 336 horas. Os daods s&o relatados

na Tabela 12.
Tabela 12
Cmax Meia-vida AUC = Cl_obs
(ng/mL) (dia) (Dia*ng/mL) |(mL/Dia/Kg)
Farmaco 562 + 16 6,43 +1,15 [2880+468 14,2 + 2,51
Conjugado
Anticorpo 12200 + 1160 8,69 + 1,20 96300 + 7190 11,9 *+ 0,88
Total

Exemplo 41: Expressao de genes da via STING em co-culturas de
células de cancer SKBR3/PBMC em resposta ao tratamento com
ADC agonista STING direcionado a Her2.

[00689] Analise de Nanostring: As células de cancer foram seme-
adas (250.000 celulas/poc¢o) em duplicatas em placas de 12 pogos em
0,75 mL de meio de cultura (meio RPMI-1640 com 10% de SFB e 1%
de penicilina/estreptomicina) e deixadas aderir a 37 °C em uma incu-
badora com 5% de CO- durante a noite. O meio de cultura foi removi-

do e o Conjugado 8a-3 ou veiculo foi adicionado aos po¢cos em 0,5 mL
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de meio de cultura a uma concentracao final de 50 nM (com base na
carga util). 500.000 PBMCs por pogo foram adicionadas a cada pogo
em 0,5 mL de meio. Apds 5 horas de incubacédo a 37 °C, as células
suspensas foram coletadas em um tubo Eppendorf e centrifugadas
brevemente. O sobrenadante foi removido e o tubo foi colocado em
gelo. As células aderidas foram lisadas com o tampao de lise de RNA
e transferidas para o pélete de células em suspensao. O RNA foi ex-
traido usando Qiagen Rneasy mini kit de acordo com as instru¢des do
kit. 150 ng de RNA por amostra foram analisados no sistema NanoS-
tring nCounter Max usando o painel de perfilagdo imunolégica pan-
cancer humano nCounter e o kit nCounter Standard Master Kit.

[00690] A Tabela 13 mostra as alteragcdes em log2 vezes dos genes
da via STING selecionados por Conjugado 8a-3 vs tratamento com
veiculo (5 horas) em co-culturas de células de cancer SKBR3 e PBMC
in vitro. O tratamento com 50 nM de Conjugado 8a-3 levou a inducéo
acentuada de genes da via STING e de interferons tipo Ill (IFNA1 e
IFNA2), confirmando que o tratamento com ADCs agonistas de STING
direcionados ao tumor induz genes da via STING, bem como interfe-

rons tipo Ill também em co-cultutas de células de cancer / células imu-

nes.
Tabela 13
Nome do gene | Alteragdo em Erro padrao Valor de p
Log2 vezes
IFNA1 10,7 0,207 5,17E-08
IFNA2 12,5 0,318 2,04E-07
CXCL10 7,86 0,0538 2,85E-10
IFNB1 9,76 0,0493 6,25E-11
IFIT2 9,15 0,393 2,72E-06
IFIT1 8,08 0,0854 2,49E-09
ISG15 6,73 0,182 2,73E-07
IL6 8,55 0,382 3,32E-06
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Nome do gene | Alteragdo em Erro padrao Valor de p
Log2 vezes
IRF1 6,99 0,171 1,65E-07
MX1 4,48 0,0876 5,41E-08
IFIH1 4,2 0,0853 6,49E-08
IRF7 3,45 0,15 2,92E-06

[00691] Analise por qPCR de genes de interferon tipo lll: As co-
culturas de SKBR3/PBMC foram feitas conforme descrito acima e tra-
tadas com 50 nM e 1 nM (com base na carga util) de Conjugado 8a-3
ou Conjugado 8c-2 por 5 horas. As células foram colhidas e 0 RNA foi
extraido como descrito acima. A analise de qPCR foi realizada con-
forme descrito no Exemplo 39A. Ensaios ABI para IFNA1 (IL29), IFNA2
(IL28a), e IFNA3 (IL28b) humanos foram usados com GAPDH e ACTB
como genes de manutencao ("housekeeper"). Os niveis de mMRNA em
relacdo ao GAPDH foram calculados usando o Método 22AACT con-

forme mostrado na Tabela 14.

Tabela 14
Tratamento Expressao relativa de mRNA
IFNA1 (IL29) IFNA2 (IL28a) | IFNA3 (IL28b)
Conjugado 8a-3| 190,5+ 18,9 327 £25 27,7+£1,2
- 50nM
Conjugado 8a-3- 89+1,2 201,6 £ 32,7 29,7+2,0
1nM
Conjugado 8c-2 1,8+25 0 0
- 50nM
Conjugado 8c-2 0 0 0
-1 nM

[00692] A Tabela 14 mostra a expressao de mRNA de interferons
do tipo Il em relagcdo aos genes de manutencao ("housekeeper") em
resposta ao ADC direcionado e aos tratamentos com ADC de controle
das co-culturas de células de cancer/PBMC. O tratamento com o Con-

jugado 8a-3 com dose de carga util de 50 nM e 1 nM induziu uma re-
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gulacao positiva acentuada de genes de interferon tipo Ill. O tratamen-
to com o Conjugado 8c-2nao induziu interferons do tipo |l de forma
significativa nas doses utilizadas neste experimento.

Exemplo 42: Indugao de Interferons Tipo lll em co-culturas de cé-
lulas de cancer SKBR3 de tipo selvagem ou com inativagao de
STING e PBMC

[00693] Co-culturas de células de cancer de tipo selvagem ou com
inativacdo de STING (conforme descrito no Exemplo 30) e PBMC fo-
ram tratadas com Conjugado 8a-3, Conjugado 8j-1, Conjugado 8c-2 e
Composto 1 (0,01 nM a 200 nM com base na carga util; diluicdes em
série de 4 vezes) e as citocinas Interferons Tipo Il IFNA1/IFNA3
(IL29/1L28b) foram medidas conforme descrito no Exemplo 33 - Indu-
¢ao de Interferon Tipo lIl.

[00694] A Tabela 15 mostra a producao de citocinas Interferons Ti-
po I IFNA1T/IFNA3 (1L29/IL28b) em co-culturas de células SKBR3 com
STING tipo selvagem ou inativado e PBMC em resposta ao Conjugado
8a-3, Conjugado 8j-1, Conjugado 8c-2 e Composto 1.

Tabela 15

Linhagem celu-|Conjugado 8a-3 Conjugado 8j-1/Conjugado 8c-2 Composto 1

lar de cancer | ECs, | Bmax | ECs, | Bmax | ECso | Bmax | ECsy | Bmax
(nM) |(OD4so) | (nM) |(ODaso) | (nM) |(ODaso) | (nM) | (ODaso)

STING selvagem| 0,13 2,6 0,89 2,6 NA 1,8 49,3 0,5

STING inativado| 0,19 0,7 NA 0,3 NA 0,2 NA 0
(SgRNA#3)

STING inativado| 0,27 0,7 NA 0,1 NA 0,1 NA 0
(sgRNA#4)

[00695] Tanto o conjugado 8a-3 quanto o Conjugado 8j-1 induziram
producdo robusta das citocinas Interferons Tipo Il IFNA1/IFNA3
(IL29/1L28b) em co-culturas de células SKBR3 com STING tipo selva-
gem. O Composto 1 também induziu producédo de Interferons Tipo Il
IFNA1/IFNA3 (IL29/IL28b) neste ambiente de co-cultura, mas com uma

concentracdo ECso ~ 400x menor, enquanto o Conjugado 8c-2 nao
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teve atividade significativa. A quantidade de produgao de IFNA1/IFNA3
(IL29/28b) nas co-culturas de células SKBR3 com STING inativado foi
acentuadamente reduzida em resposta a todos os tratamentos, como
€ evidente a partir dos niveis muito baixos de Bmax (OD450).

Exemplo 43A: Efeito dos anticorpos neutralizantes IFNA1 (IL29) ou
IFNA2 (IL28A) sobre a atividade de morte do ADC STING direcionado
a Her2 em co-culturas de células de cancer e PBMC

[00696] Atividade de morte de células de cancer: As co-culturas de
SKBR3 e PBMC foram conduzidas conforme descrito no Exemplo 33 -
Inducéo de Interferon Tipo Il para avaliar a atividade de morte do Con-
jugado 8a-3 (1 nM ou 0,1 nM com base na carga util) na presenca de
anticorpos neutralizantes para IFNA1 (IL29) ou IFNA2 (IL28b) (10, 2,
0,4, 0,08 pg/mL). Conforme mostrado na Figura 11 o anticorpo neutra-
lizante de IFNA1 em 10, 2 e 0,4 pg/mL inibiu a atividade de morte de
células de cancer com Conjugado 8a-3 a 0,1 nM (com base na carga
util) em co-culturas de PBMC. N&o foi observada inibicdo com os anti-
corpos de IFNA1 quando o Conjugado 8a-3 foi usado a 1 nM (com ba-
se na carga util). Os anticorpos neutralizantes de IFNA2 nao inibiram a
atividade de morte de células de cancer, mesmo quando o Conjugado
8a-3 foi administrado a 0,1 nM

Exemplo 43B: Indugao de citocina IFNA1/IFNA3 (L29/28b)

[00697] Placas irmas do ensaio descrito no Exemplo 43A foram
usadas para analisar IFNA1/ IFNA3 (IL29/28b) nos sobrenadantes 24
horas apos o tratamento usando um kit ELISA para 1L29/28b humano
conforme descrito no Exemplo 33 - Indugédo de Interferon Tipo Ill. A

Tabela 16 mostra os valores de OD450 obtidos de cada condig&o.

Tabela 16
Conjugado 8a-2 (nM) IFN A1 mADb IFNA1/ IFNA3
(Mg/mL) (IL29/28b) (OD450)
1 nM 0 2,996 + 0,028
10 1,470 + 0,071
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Conjugado 8a-2 (nM) IFN A1 mAb IFNA1/ IFNA3
(ug/mL) (IL29/28b) (OD450)

2 1,584 + 0,099

0,4 1,491 % 0,071

0,08 1,464 £ 0,077

0,1 nM 0 2,166 + 0,023

10 0,034 + 0,014

2 0,021 + 0,008

0,4 0,048 + 0,011

0,08 0,190 + 0,014

Exemplo 43C: Inducao de citocinas CXCL10, IFNf, IL6 e TNFa

[00698] Os sobrenadantes do Exemplo 43B foram usados para ana-
lisar a produgédo de citocinas CXCL10, IFNB, IL6 e TNFa usando um
painel de microesferas magnéticas de citocina/quimocina humana em
um instrumento FlexMap3D Luminex. O software de ajuste de curva de
imunoensaio Belysafoi usado para a analise dos dados. A Tabela 17

mostra as citocinas CXCL10, IFNB, IL6 e TNFa detectadas nos sobre-

nadantes.
Tabela 17
Conjugado | IFNA1 mAb | CXCL10 IFNB IL6 TNFa
8a-2(nM) | (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1nM 0 1187 +23,1| 99+95 |[4228+292,0 469 + 86,3
10 827 +1225| 61+59 [2191+194,3] 4355
2 1106 +167,9] 71+9,1 (2831 £260,9] 5429
0,4 1128 +44,9| 76+7,7 |3735+4562| 71+96
0,08 1155 + 34,4 | 104 £20,6 |4475+7255| 170 £ 27,2
0,1 nM 0 1189+7,5 | 32+09 |806+117,9| 52+74
10 306+136,0| 3+15 | 77+566 | 1638
2 325+982 | 2+09 | 27+154 | 12105
0,4 435+186,6| 5+22 | 42+214 | 16£05
0,08 [695+173,0| 15+1,6 | 171+141 | 22%10

[00699] Juntos, esses dados demonstram que a producdo de Inter-

feron Tipo Ill € importante para a atividade de STING-ADC direcionada
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a células tumorais, especialmente em baixas concentragdes.

Exemplo 44: Resposta de crescimento tumoral a administragcao de
conjugado de anticorpo NaPi2b-farmaco em OVCAR-3

[00700] Camundongos SCID CB.17 fémeas de cinco semanas de
idade foram inoculados subcutaneamente com células OVCAR-3 (5 x
10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 52 e
180 mm?3 (média: 93 a 94 milimetros3/grupo). Veiculo, agonista de
STING diABZI 0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (3/0,12 mg/kg), Conjugado
8b-1 (3/0,09 mg/kg), ou Conjugado 8f (3/0,12 mg/kg) foram adminis-
trados por via intravenosa como uma dose unica no dia 1 (todas as
doses sao administradas por anticorpo/carga util, n=8 para cada gru-
po). Perda de peso corporal transitoria foi observada 3 a 13 dias apos
o tratamento sem observagdes clinicas adicionais para o agonista de
STING diABZI (0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1, Conjugado 8b-1 e Conju-
gado 8f.

[00701] A figura 12 fornece os resultados para camundongos por-
tadores de tumor OVCAR-3 tratados com veiculo, agonista de STING
diABZI, Conjugado 8c-1, Conjugado 8b-1 ou Conjugado 8f. Quando
comparado com o controle de veiculo, o tratamento com o Conjugado
8c-1 (3/0,12 mg/kg) resultou em um aumento médio no crescimento
tumoral de 70,6%. O tratamento com agonista de STING diABZI (0/5
mg/kg) resultou em 42,7% de TGI. O tratamento com o Conjugado 8b-
1 (3/0,09 mg/kg) resultou em 98,4% de TGI. Tratamento com o Conju-
gado 8f resultou em 83,1% de TGI.

Exemplo 45: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo quimérico NaPi2b (hlgG1-migG2a)-
farmaco em OVCAR-3

[00702] Camundongos SCID CB.17 fémeas foram inoculados sub-

cutaneamente com células de cancer de ovario humano OVCAR-3 (5 x
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10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 53 e
223 mm3 (média = 112 a 122mm?3/grupo). Veiculo, Conjugado 8d-2
(3/0,1 mg/kg), ou Conjugado 8e (3/0,1 mg/kg) foram administrados por
via intravenosa no dia 1 (todas as doses sdo dadas como anticor-
po/carga util, n=8 para cada grupo). Perda de peso corporal transitoria
dentro dos limites aceitaveis foi observada 3 a 15 dias apds o trata-
mento sem observacgdes clinicas adicionais para o Conjugado 8d-2
(3/0,1 mg/kg) e o Conjugado 8e (3/0,1 mg/kg).

[00703] A figura 13 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor OVCAR-3 tratados com ve-
iculo, Conjugado 8d-2 ou Conjugado 8e. O tratamento com o Conju-
gado 8d-2 (3/0,1 mg/kg) resultou em 37,3% de TGI. O tratamento com
Conjugado 8e (3/0,1 mg/kg) resultou em 95,8% de TGl.

Exemplo 46: Resposta de crescimento tumoral a administragao
do conjugado de anticorpo para Alvo C-farmaco em um modelo
de xenoenxerto de cancer de mama triplo negativo

[00704] Camundongos NCr nu/nu fémeas de oito semanas de idade
(Charles River Laboratories) foram implantados com fragmentos de
tumor de cancer de mama humano triplo negativo (TNBC) (1 mm?) ex-
pressando Alvo C. Os animais foram randomizados em grupos de tra-
tamento quando os volumes tumorais estavam entre 63 e 108mm?3
(média = 80,7 a 82 mm?®/grupo). Veiculo, agonista de STING diABZI
(0/5 mg/kg), Conjugado 8c-1 (1/0,04 mg/kg), ou Conjugado 8h (1/0,04
mg/kg) foram administrados por via intravenosa como uma dose unica
no dia 1 (todas as doses sdo dadas como anticorpo/carga util, n=9 pa-
ra cada grupo). Perda de peso corporal transitéria dentro dos limites
aceitaveis foi observada 2 dias apos o tratamento sem observacdes
clinicas adicionais para o agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg).

[00705] A figura 14 fornece os resultados para os volumes tumo-
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rais de camundongos portadores de tumor TNBC humanos tratados
com veiculo, agonista de STING diABZI, Conjugado 8c-1, ou Conjuga-
do 8h. O tratamento com agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg) resul-
tou em 52,4% de TGI. Tratamento com Conjugado 8c-1 resultou em
35,1% de TGI. O tratamento com Conjugado 8h (1,1/00,4 mg/kg) re-
sultou em 51,8% de TGl.

Exemplo 47: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo para Alvo D-farmaco em cancer de célon
[00706] Camundongos C57BI/6 fémeas de sete a oito semanas de
idade foram inoculados subcutaneamente no flanco direito com células
de cancer de célon murino (5x10° células por camundongo). Os ani-
mais foram randomizados em grupos de tratamento 10 dias apds a
inoculagdo, quando os volumes tumorais estavam entre 63 e 108mm?
(média = 78 mm?3/grupo). Veiculo, Conjugado 8d-3 (1/0,04 mg/kg), ou
Conjugado 8g (0,09/0,04 mg/kg) foram administrados por via intrave-
nosa como uma dose unica no dia 1 (todas as doses representadas
como anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo). Perda de peso cor-
poral transitoria dentro dos limites aceitaveis foi observada 2 dias apos
o tratamento sem observagdes clinicas adicionais para o Conjugado
8g (0,9/0,04 mg/kg).

[00707] A figura 15A fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor de cancer de célon murino
tratados com veiculo, Conjugate 8d-3 ou Conjugado 8g. O tratamento
com Conjugado 8d-3 resultou em 42% de TGl, enquanto o tratamento
com conjugado 8g resultou em 92,5% de TGI.

[00708] A figura 15B mostra as curvas de sobrevida de Kaplan
Meier para camundongos portadores de tumor de cancer de colon mu-
rino tratados com veiculo, Conjugado 8d-3, ou Conjugado 8g. Trata-
mento com Conjugado 8d-3. Os camundongos tratados com Conjuga-

do 89 tiveram a sobrevida mais longa.
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Exemplo 48: Estudo de exposicao repetida para resposta de cres-
cimento tumoral a administragao de conjugado de anticorpo para
Alvo D-farmaco.

[00709] Camundongos sem tumor (6 de 9) previamente tratados
com Conjugado 8g (0,9/0,04 mg/kg) do Exemplo 36 mostrado na FIG.
16A e animais ndo tratados da mesma idade do Exemplo 38 foram
inoculados subcutaneamente no flanco esquerdo com células de can-
cer de colon murino (5x10° células por camundongo) e no flanco direito
com células de cancer de pulmao murino (1x10° células por camun-
dongo) (n = 6 e 12, respectivamente). O crescimento tumoral de ca-
mundongos previamente tratados com Conjugado 8g (0,9/0,04 mg/kg)
quando expostos repetidamente com células de cancer de célon muri-
no ou células de cancer de pulmdo murino € mostrado na FIG. 16B e
na FIG. 16C, respectivamente. O tratamento prévio com Conjugado 8g
resultou em 25,5% de TGl do modelo murino de cancer de pulmao e
99,8% de TGI do modelo murino de cancer de célon quando compara-
do com os respectivos controles n&o tratados.

Exemplo 49: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo para Alvo E-farmaco em cancer embrio-
nario

[00710] Camundongos Balb/C fémeas foram inoculados subcutane-
amente com células de cancer embrionario murinas (5x10° células por
camundongo). Os animais foram randomizados em grupos de trata-
mento quando os volumes do tumor estavam entre 56 e 108 mm?3 (mé-
dia = 75,3 a 76,5 mm?/grupo). Veiculo, agonista de STING diABZI (0/5
mg/kg) Conjugado 8d-3 (5,5/0,18 mg/kg), ou Conjugado 8i (3,2/0,18
mg/kg) foram administrados por via intravenosa como uma dose unica
no dia 1 (todas as doses sado dadas como anticorpo/carga util, n=10
para cada grupo). A perda de peso corporal transitoria dentro de limi-

tes aceitaveis, foi observada 2 a 3 dias apds o tratamento, sem obser-
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vacdes clinicas adicionais, para o agonista de STING diABZI (0/5
mg/kg) e Conjugado 8i (3,2/0,18 mg/kg).

[00711] A figura 17 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor de cancer embrionario mu-
rino tratados com veiculo, agonista de STING diABZI, Conjugado 8d-3,
ou Conjugado 8i. O tratamento com Conjugado 8d-3 (5,5/0,18 mg/kg)
resultou em 27,5 e 66,5% de TGlI, respectivamente. O tratamento com
agonista de STING diABZI (0/5 mg/kg) resultou em 93,8% de TGI. O
tratamento com Conjugado 8i (3,2/0,18 mg/kg) resultou em 20,5 e
100% de TGl, respectivamente.

Exemplo 50: Resposta de crescimento tumoral a administragcao de
conjugado de anticorpo anti-HER2-farmaco em cancer de ovario
SKOV3

[00712] Camundongos SCID CB.17 fémeas foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humano SKOV3 (10
x10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 63 e
75 mm?3 (média = 65,4 mm?®/grupo). Veiculo, Conjugado 34a (3/0,11
mg/kg), Conjugado 34 (3/0,11 mg/kg), Conjugado 20a (3/0,09 mg/kg),
ou Conjugado 20-1 (3/0,10 mg/kg) foram administrados por via intra-
venosa como uma dose unica no dia 1 (todas as doses sao dadas co-
mo anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo). Perda de peso corpo-
ral transitoria dentro dos limites aceitaveis foi observada 2 dias apos o
tratamento sem observagdes clinicas adicionais para o Conjugado
34a, Conjugado 20a, Conjugado 34, e Conjugado 20-1. A perda de
peso corporal em momentos posteriores se correlacionou com a pro-
gressao do tumor, indicando caquexia induzida pelo modelo de tumor.
[00713] A figura 18 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor SKOV3 tratados com veicu-

lo, Conjugado 34a, Conjugado 34, Conjugado 20a, ou Conjugado 20-1
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(3/0,09 mg/kg). Tratamento com Conjugado 20a (3/0,09 mg/kg) ou
Conjugado 34a (3/0,11 mg/kg) resultou em 21 e 65,9% de TGl, respec-
tivamente. O tratamento com Conjugado 34 (3/0,11 mg/kg) ou com
Conjugado 20-1 (3/0,10 mg/kg) resultou em 100% de regressdo média
do tumor.

Exemplo 51: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo anti-HER2-farmaco em cancer de ovario
SKOV3

[00714] Camundongos SCID CB.17 fémeas foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humano SKOV3 (10
x10% células por camundongo). Os animais foram randomizados em
grupos de tratamento quando os volumes do tumor estavam entre 88 e
126 mm3 (média = 112,8 a 113,2 mm?®/grupo). Veiculo, Conjugado 28
(0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,03 mg/kg), Conjugado 29 (0,2/0,01 mg/kg ou
0,8/0,02 mg/kg), Conjugado 8-2(0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,04 mg/kg), Con-
jugado 25 (0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,04 mg/kg), ou Conjugado 45
(0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,04 mg/kg) foram administrados por via intrave-
nosa como uma dose unica no dia 1 (todas as doses s&o dadas como
anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo). Perda de peso corporal
transitéria dentro dos limites aceitaveis foi observada 3 dias apods o
tratamento sem observacgdes clinicas adicionais para o Conjugado 25
(1/0,04 mg/kg). A perda de peso corporal em momentos posteriores se
correlacionou com a progressao do tumor, indicando caquexia induzi-
da pelo modelo de tumor.

[00715] A figura 19 fornece volumes tumorais de camundongos
portadores de tumor SKOV3 tratados com veiculo, Conjugado 28,
Conjugado 29, Conjugado 8-2, Conjugado 25 ou Conjugado 45. Tra-
tamento com Conjugado 28 (0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,03 mg/kg), Conju-
gado 29 (0,2/0,01 mg/kg ou 0,8/0,02 mg/kg), Conjugado 8-2 (0,3/0,01
mg/kg ou 1/0,04 mg/kg), Conjugado 25 (0,3/0,01 mg/kg), ou Conjuga-
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do 45 (0,3/0,01 mg/kg ou 1/0,04 mg/kg) resultou em 17,6, 97,6, 12,1,
86,9, 10,9, 70,3, 81,9, 15,8 e 27,2% de TGI, respectivamente. Trata-
mento com Conjugado 25 (1/0,04 mg/kg) resultou em 74,5% de re-
gressado media do tumor.

Exemplo 52: Resposta de crescimento tumoral a administragcao de
conjugado de anticorpo anti-HER2-farmaco em cancer de ovario
SKOV3

[00716] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas SKOV3 (10 x
108 células/camundongo + 50% Matrigel). Os animais foram randomi-
zados em grupos de tratamento quando os volumes tumorais estavam
entre 63 e 75 mm? (média = 67,8 mm?®/grupo). Veiculo (solugdo sali-
na, q3dx3 ou q5dx5), agonista de STING diABZI (1,5 mg/kg q3dx3 ou
0,128 mg/kg qdx1), Composto 30 (1,5 mg/kg q3dx3 ou 0,128 mg/kg
qdx1), Conjugado 32b-2 (3,42/0,128 mg/kg qdx1), XMT-1519 (3,00
mg/kg qdx1), Conjugado 32-5 (0,100/0,004, 0,300/0,013, 1,00/0,042 ou
3,00/0,128 mg/kg qdx1), Conjugado 32e (1,00/0,039 ou 3,00/0,117
mg/kg qdx1) foram todos administrados por via intravenosa a partir do
dia 1 (todas as doses sdo dadas como carga util de anticorpo, n=10
para cada grupo).

[00717] A figura 20 fornece os volumes tumorais de camundongos
portadores de tumor SKOV3 tratados com veiculo, agonista de STING
diABZI, Composto 30, Conjugado 32b-2, XMT-1519, Conjugado 32-5,
ou Conjugado 32e. Tratamento com Conjugado 32-5 a 1,00/0,042 ou
3,00/0,117 mg/kg resultou em 10/10 respostas completas.

Exemplo 53: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugado de anticorpo anti-HER2-farmaco em 4T1 manipulada
para expressar HER2 humano

[00718] Camundongos Balb/C fémeas foram inoculados subcutane-

amente com células de cancer de mama murino 4T1 manipuladas para
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expressar HER2 humano (4T1-hHER2) (2 x 10° células por camun-
dongo). Os animais foram randomizados em grupos de tratamento
quando os volumes do tumor estavam entre 75 e 88 mm?® (média =
71,5 a 80,3 mm?3/grupo). Veiculo, Conjugado 8d-3 (1/0,04 mg/kg), ou
Conjugado 8k (0,9/0,04 mg/kg) foram administrados por via intraveno-
sa como uma dose unica no dia 1 (todas as doses sdo dadas como
anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo). Perda de peso corporal
transitéria dentro de limites aceitaveis foi observada 2 dias apds o tra-
tamento sem observacgdes clinicas adicionais para o Conjugado 8k
(0,9/0,04 mg/kg)

[00719] A figura 21A fornece os volumes tumorais de camundon-
gos portadores de tumor 4T1-hHER2 tratados com veiculo, Conjugado
8d-3 (1/0,04 mg/kg), ou Conjugado 8k (0,9/0,04 mg/kg). O tratamento
com Conjugado 8d-3 (1/0,04 mg/kg) resultou em 85,4% de TGI (FIG.
21B). O tratamento com Conjugado 8k (0,9/0,04 mg/kg) resultou em
93,2% de regressao media do tumor, com 8 de 10 animais livres de
tumor no final do estudo (FIG. 21C).

Exemplo 54: Resposta de crescimento tumoral a administragcao de
conjugados de anticorpo anti-HER2 com Fc mutante-farmaco em
cancer de ovario SKOV3

[00720] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas SKOV3 (10 x
108 células/camundongo). Os animais foram randomizados em grupos
de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 63 e 75
mm?® (média = 72,6 mm3/grupo). Veiculo, Conjugado 8c-2 (3,17/0,10
mg/kg), Conjugado 8a-2 (2,7/0,10 mg/kg ou 0,81/0,03 mg/kg), Conju-
gado 8j (2,71/0,10 mg/kg ou 0,81/0,03 mg/kg), ou agonista de STING
diABZI IV (0/5 mg/kg) foram administrados por via intravenosa no dia 1

(todas as doses sao dadas como anticorpo/carga util, n=10 para cada

grupo).
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[00721] A figura 22 fornece os volumes tumorais de camundongos
portadores de tumor SKOV3 tratados com Conjugado 8c-2, Conjugado
8a-2, Conjugado 8j, ou agonista de STING diABZI IV. O tratamento
com Conjugado 8a-2 (2,70/0,10 mg/kg) resultou em 10 CR e 10 TFS.
O tratamento com Conjugado 8a-2 (0,81/0,030 mg/kg resultou em 2
PR, 8 CR e 3 TFS. O tratamento com Conjugado 8j (2,71/0,10 mg/kQ)
resultou em 2 PR e 6 CR. O tratamento com Conjugado 8j (0,81/0,03
mg/kg) resultou em 3 PR e 1 CR. O tratamento com agonista de
STING diABZI IV (0/5 mg/kg) resultou em 7 PR.

Exemplo 55: Ligagao in vitro de conjugados de anticorpo NaPi2b-
farmaco a células de cancer de ovario humanas

[00722] As células OVCAR3 foram cultivadas até ~80-95% de con-
fluéncia em meio RPMI 1640 suplementado com SFB (20%) e penicili-
nal/estreptomicina (1%). As células foram colhidas e adicionadas a po-
cos de uma placa de fundo U de 96 pocgos (50.000/pogo). As células
foram peletizadas (300 x g, 5 minutos) e ressuspensas em solucdes
dos artigos de teste, conforme indicado na Tabela 18, em concentra-
¢Oes variando entre 0,01 nM e 300 nM e incubadas em gelo por 1 ho-
ra. As células foram entdo lavadas em PBS gelado (3x), peletizadas
(300 g, 5 minutos) e incubadas com anticorpo de deteccdo (anti-IlgG
humana de cabra -Alexa-647 (cadeia H + L) por 1 hora a 4 °C. As sus-
pensdes de células foram peletizadas (300 g, 5 minutos), lavadas 3
vezes em PBS gelado e fixadas por ressuspensdo em solucido de pa-
raformaldeido (1%). As células ressuspensas foram entdo submetidas
a analise de citometria de fluxo em uma citometria de fluxo MACS
Quant. Eventos unicos (10.000) foram coletados para analise. A sele-
cao populacional e a analise da Intensidade Mediana de Fluorescéncia
(MFI) foram realizados com o software MACS Quant. A Tabela 18 re-
sume os valores médios de ECsp para a ligagao celular.

Tabela 18
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Artigos de teste DAR ECso de ligagao celular (nM)
Conjugado 60-1 6,2 3,33
Conjugado 32d 8,8 2,99
Conjugado 32b-1 5,7 ND
Conjugado 8b-3 6,4 8,13
XMT-1535 NA 4,29
XMT-1535 NA 3,74
XMT-1535 migG2a NA 4,13
Controle de IgG humano NA ND

ND = Nao Determinado; NA = Nao Aplicavel

[00723] Conforme mostrado na Tabela 18, os valores de ECso para
a ligacao de ADCs NaPi2b a células OVCARS3 estavam na faixa na-
nomolar baixa, enquanto os controles isotipicos nédo se ligaram a célu-
las OVCARS.

Exemplo 56: Atividade funcional de bioconjugados de NaPi2b em
um ensaio de co-cultura de células de cancer de ovario humanas
OVCARS3 e células com repoérter de THP1

[00724] A indugcdo da via STING em células imunes por STING
ADC direcionado a NaPi2b foi avaliada em um ensaio de co-cultura de
células de cancer/células com reporter de THP1-IRF3-Luciferase. Cé-
lulas de carcinoma de ovario humano OVCAR3 foram semeadas em
placas de cultura de tecidos de superficie CellBind de 96 pocgos
(20.000/poco) e deixadas para se ligarem por 6 horas em meio RPMI
com 20% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina. Uma gama de
dilui¢des (0,01 nM a 300 nM com base na carga util; diluicdes em série
de 3 vezes no meio de crescimento) dos artigos de teste foram adicio-
nadas a cada poc¢o e a placa foi incubada por 20 min a 37 °C. 50.000
células com reporter THP1-Dual foram entdo adicionadas a cada pocgo
e a incubagéo continuou por 20 horas a 37 °C, 5% de CO2. Os sobre-

nadantes de cultura celular (20 ul) de cada amostra incubada foram

Peticao 870220094277, de 13/10/2022, pag. 325/415



314/319

adicionados ao QUANTI-Luc ressuspenso (50 pl) e o sinal luminescen-
te foi medido imediatamente usando um leitor de placas SpectraMax
M5 (Molecular Devices). O valor de ECso foi determinado a partir da
curva de resposta a dose. A Tabela 19 fornece os valores de ECso em

células THP1-Dual co-cultivadas com células de cancer OVCARS3.

Tabela 19
Artigo de [Conjugado/Conjugado/Conjugado/ConjugadoConjugado
teste 32a 32d 32c 32b-1 8b-3
ECs0 (nM) 0,29 0,47 NA NA 0,21

[00725] Conforme mostrado na Tabela 19, o tratamento de co-
culturas de OVCARS3 e THP-1 com NaPi2b-ADCs resultou em valores
de ECsp subnanomolares para a indugao da via STING nas células
imunes THP-1, enquanto os controles isotipicos n&o tiveram atividade.
Exemplo 57: Resposta de crescimento tumoral a administragcao de
conjugados de anticorpo NaPi2b-farmaco em OVCAR-3

[00726] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas OVCAR-3 (5
x 10° células/camundongo). Os animais foram randomizados em gru-
pos de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 56 e
122 mm?3 (média = 83,9 — 84,7 mm?3/grupo). O Veiculo, Conjugado 32b-
1 (3,39/0,10 mg/kg), Conjugado 32a (0,93/0,03 ou 3,12/0,10 mg/kg),
Conjugado 32c¢ (2,12/0,10 mg/kg), Conjugado 32d (2,20/0,10 mg/kg),
ou agonista diABZI IV STING (0/5 mg/kg) foram administrados por via
intravenosa no dia 1 (todas as doses sdo dadas como anticorpo/carga
util, n=10 para cada grupo).

[00727] A figura 23 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor OVCAR-3 tratados com
Conjugado 32b-1, Conjugado 32a, Conjugado 32c, Conjugado 32d, ou
agonista de STING diABZI IV.

Exemplo 58: Resposta de crescimento tumoral a administragao de

conjugado de anticorpo para STING NaPi2b-farmaco em combina-
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¢dao com um conjugado de anticorpo-AF-HPA-farmaco em
OVCAR-3

[00728] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas OVCAR-3 (5
x 10° células/camundongo). Os animais foram randomizados em gru-
pos de tratamento quando os volumes do tumor estavam entre 68 e
247 mm?3 (média = 148 a 148,2 mm?3/grupo) veiculo; uma combinagdo
de ADC de Rituximabe AF-HPA (0,75/0,023 mg/kg) e Conjugado 8c-2
(4,0/0,126 mg/kg); ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg);
Conjugado 8b-2 (2,0/0,071 ou 4,0/0,142 mg/kg); uma combinacado de
ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8c-2
(4,0/0,126 mg/kg); uma combinacdo de ADC de Rituximabe AF-HPA
(0,75/0,023 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg); uma combi-
nacdo de ADC de Rituximabe AF-HPA (0,75/0,023 mg/kg) e Conjuga-
do 8b-2 (2,0/0,071 mg/kg); uma combinacdo de ADC de XMT-1535
AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg); uma
combinagao de ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Con-
jugado 8b-2 (2,0/0,071 mg/kg); uma combinagcdo de ADC XMT-1535
AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e XMT-1535 (4,0/0 mg/kg); ou XMT-1535
(4,75/0 mg/kg) foram administrados por via intravenosa no dia 1 (todas
as doses sdo dadas como anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo).
[00729] A figura 24 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor OVCAR-3 tratados com ve-
iculo; uma combinacdo de ADC de Rituximabe AF-HPA e Conjugado
8c-2; ADC de XMT-1535 AF-HPA; Conjugado 8b-2; uma combinacao
de ADC de XMT-1535 AF-HPA e Conjugado 8c-2; uma combinagao de
ADC de Rituximabe AF-HPA e Conjugado 8b-2; uma combinacéo de
ADC de Rituximabe AF-HPA e Conjugado 8b-2; uma combinacéo de
ADC de XMT-1535 AF-HPA e Conjugado 8b-2; uma combinagcao de
ADC de XMT-1535 AF-HPA e Conjugado 8b-2; uma combinacao de
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ADC de XMT-1535 AF-HPA e XMT-1535; ou XMT-1535. Todos os cal-
culos foram baseados nos valores no dia 22. O tratamento com uma
combinagdo de ADC de Rituximabe AF-HPA (0,75/0,023 mg/kg) e
Conjugado 8c-2 (4,0/0,126 mg/kg) resultou em TGI de 25,1% (n=10).
O tratamento com ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) re-
sultou em um TGI de 71,6% (n=9) e um encolhimento médio do tumor
de 71,2% (n=1). O tratamento com Conjugado 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg)
resultou em TGI de 72,9% (n=9) e um encolhimento médio do tumor
de 48% (n=1). O tratamento com Conjugado 8b-2 (2,0/0,071 mg/kg)
resultou em TGI de 59,8% (n=10). O tratamento com uma combinacéo
de ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8c-2
(4,0/0,126 mg/kg) resultou em uma TGl de 85,1% (n=9) e um encolhi-
mento médio do tumor de 24,6% (n=1). O tratamento com uma combi-
nacdo de ADC de Rituximabe AF-HPA (0,75/0,023 mg/kg) e Conjuga-
do 8b-2 (4,0/0,142 mg/kg) resultou em a TGI de 61,7% (n=10). O tra-
tamento com uma combinacdo de ADC de Rituximabe AF-HPA
(0,74/0,023 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (2,0/0,071 mg/kg) resultou em a
TGI de 55,7% (n=10). O tratamento com uma combinacédo de ADC de
XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8b-2 (4,0/0,142
mg/kg) resultou em uma TGl de 95,2% (n=4) e um encolhimento médio
do tumor de 60,5% (n=6). O tratamento com uma combinacao de ADC
de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e Conjugado 8b-2
(2,0/0,071 mg/kg) resultou em uma TGI de 98,2% (n=8) e um encolhi-
mento médio do tumor de 17,8% (n=2). O tratamento com uma combi-
nagdo de ADC de XMT-1535 AF-HPA (0,75/0,024 mg/kg) e XMT-1535
(4,00/0 mg/kg) resultou em uma TGI de 68,2% (n=9) e um encolhimen-
to médio do tumor de 23,7% (n=1). O tratamento com XMT-1535
(4,75/0 mg/kg) resultou em TGl de 0,6% (n=10).

Exemplo 59: Resposta de crescimento tumoral a administragao de

conjugados de anticorpo anti-HER2-farmaco em cancer de ovario
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SKOV3

[00730] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas SKOV3 (10 x
108 células/camundongo). Os animais foram randomizados em grupos
de tratamento quando os volumes do tumor estavam entre 75 e 100
mm?® (média = 84 a 85 mm3/grupo). Veiculo, Conjugado 32b (0,85/0,03
mg/kg), Conjugado 32-2 (0,90/0,03 mg/kg), Conjugado 88 (0,87/0,03
mg/kg), Conjugado 85 (2,87/0,10 mg/kg), Conjugado 92 (2,36/0,10
mg/kg), Conjugado 100 (2,23/0,10 mg/kg), Conjugado 89 (0,99/0,030
mg/kg), Conjugado 85a (2,59/0,10 mg/kg), Conjugado 93 (2,85/0,10
mg/kg), ou Conjugado 101 (2,70/0,10 mg/kg) foram administrados por
via intravenosa no dia 1 (todas as doses sdo dadas como anticor-
po/carga util, n=10 para cada grupo).

[00731] A figura 25 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor SKOV3 tratados com Con-
jugado 32b, Conjugado 32-2, Conjugado 88, Conjugado 85, Conjuga-
do 92, Conjugado 100, Conjugado 89, Conjugado 85a, Conjugado 93,
ou Conjugado 101. O tratamento com Conjugado 32-2 (0,90/0,03
mg/kg) resultou em 1 PR e 9 CR e 5 TFS. O tratamento com Conjuga-
do 88 (0,87/0,03 mg/kg) resultou em 6 CR e 4 TFS. O tratamento com
Conjugado 85 (2,87/0,10 mg/kg) resultou em 9 CR e 8 TFS. O trata-
mento com Conjugado 100 (2,23/0,10 mg/kg) resultou 1 PR.

Exemplo 60: Resposta de crescimento tumoral a administragao de
conjugados de anticorpo HER2-farmaco em SKOV3

[00732] Camundongos fémeas SCID CB.17 foram inoculados sub-
cutaneamente com células de cancer de ovario humanas SKOV3 (10 x
108 células/camundongo). Os animais foram randomizados em grupos
de tratamento quando os volumes tumorais estavam entre 75 e
144mm?3 (média = 112 a 114 mm?®/grupo) (n=10/grupo). Veiculo, Con-
jugado 28 (0,99/0,0325 mg/kg), ou Conjugado 62 (0,9/0,0325 mg/kg)
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foram administrados por via intravenosa no dia 1 (todas as doses sao
dadas como anticorpo/carga util, n=10 para cada grupo).

[00733] A figura 26 fornece os resultados para os volumes tumo-
rais de camundongos portadores de tumor SKOV3 tratados com veicu-
lo, Conjugado 28 ou Conjugado 62 (direcionados a HER2). O trata-
mento com Conjugado 28 (0,99/0,0325 mg/kg) resultou em 1 PR, 8 CR
e 5 TFS. O tratamento com Conjugado 62 (0,92/0,0325 mg/kg) resul-
touem 2 PR, 7 CRe4 TFS.

Exemplo 61: Farmacocinética de conjugados anticorpo para
HER2-farmaco em SKOV3

[00734] Camundongos CB.17 SCID fémeas foram tratados com
uma unica injegao intravenosa de veiculo, Conjugado 28 (3,0/0,10
mg/kg), ou Conjugado 62 (2,84/0,10 mg/kg) (todas as doses s&do dadas
como anticorpo/carga util, n=4 para cada grupo). O plasma foi coletado
em 15 minutos, 1, 6, 24, 48, 72, 96, 168 e 336 horas apds o tratamen-
to. O plasma foi diluido a 1:10 em 1,33 mg/mL de acido citrico para um
volume total de 0,1 mL. O plasma diluido foi congelado rapidamente
em gelo seco e armazenado a -80 °C até a analise de farmacocinética.
[00735] A figura 27 fornece os resultados para as concentracdes
plasmaticas circulantes do farmaco conjugado. Concentracées plas-
maticas de ~2,5 pg/mL e ~1,8 yg/mL foram alcancadas para o Conju-
gado 28 e Conjugado 62, respectivamente, e uma taxa de depuracao
correspondente de ~9,05 mL/dia/kg e ~14,6 mL/dia/kg, respectivamen-
te.

EQUIVALENTES

[00736] Os detalhes de uma ou mais modalidades da invengao séo
apresentados na descricdo apresentada acima. Embora quaisquer
métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aos descritos neste
documento possam ser usados na pratica ou teste da presente divul-

gacao, os métodos e materiais sdo agora descritos. Outros recursos,
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objetivos e vantagens da revelacido serdo evidentes a partir da descri-
cao e das reivindicagcdes. No relatério descritivo e nas reivindicagdes
em anexo, as formas no singular incluem referéncias no plural a nao
ser que o contexto dite claramente de outro modo. Exceto onde defi-
nido em contrario, todos os termos técnicos e cientificos aqui usados
tém o mesmo significado comumente entendido pelo versado na técni-
ca a qual esta revelacdo pertence. Todas as patentes e publicacdes
citadas neste relatorio descritivo sédo incorporadas por referéncia.

[00737] A descricdo anterior foi apresentada apenas para fins de
ilustracao e ndo pretende limitar a invencao a forma precisa divulgada,

mas pelas reivindicacdes em anexo.
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REIVINDICAGOES
1. Conjugado anticorpo-farmaco (ADC), caracterizado pelo
fato de que é

9 Ho§ Ho§ Ho 9
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NY DN 5 Ho g o)
5 o ﬁo/\/ OH OH
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,

em que o conjugado compreende o anticorpo XMT-1519
compreendendo uma regido 1 determinante de complementaridade de
cadeia pesada variavel (CDRH1) compreendendo a sequéncia de
aminoacidos FTFSSYSMN (SEQ ID NO: 20); uma regiao determinante
de complementaridade de cadeia pesada variavel 2 (CDRH2) compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos YISSSSSSTIYYADSVKG (SEQ
ID NO: 21); uma regido variavel determinante de complementaridade
de cadeia pesada 3 (CDRH3) compreendendo a sequéncia de amino-
acidos GGHGYFDL (SEQ ID NO: 22); e uma regido variavel determi-
nante de complementaridade da cadeia leve 1 (CDRL1) compreen-
dendo a sequéncia de aminoacidos RASQSVSSSYLA (SEQ ID NO:
27); uma regido determinante de complementaridade de cadeia leve
variavel 2 (CDRL2) compreendendo a sequéncia de aminoacidos
GASSRAT (SEQ ID NO: 28); e uma regidao determinante de comple-
mentaridade de cadeia leve variavel 3 (CDRL3) compreendendo a se-
quéncia de aminoacidos QQYHHSPLT (SEQ ID NO: 29), e d 15 repre-
senta um inteiro variando de cerca de 1 a cerca de 20 .

2. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
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zado pelo fato de que o anticorpo XMT-1519 compreende uma regiao
variavel de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoaci-
dos apresentada em SEQ ID NO: 17 e uma regido variavel de cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos apresentada em
SEQ ID NO : 24.

3. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o anticorpo XMT-1519 compreende uma cadeia
pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO: 19 e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 26.

4. Conjugado, de acordo com a reivindicagao 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 representa um numero inteiro que varia de
cerca de 2 a cerca de 14.

5. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 representa um numero inteiro que varia de
cerca de 2 a cerca de 8.

6. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 é cerca de 2, cerca de 4, cerca de 6 ou cer-
ca de 8.

7. Conjugado, de acordo com a reivindicacédo 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 € um numero inteiro que varia de cerca de 6
a cerca de 10.

8. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 € cerca de 6.

9. Conjugado, de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 € cerca de 7.

10. Conjugado, de acordo com a reivindicacédo 1, caracteri-
zado pelo fato de que d 15 € cerca de 8.

11. Composicdo farmacéutica caracterizada pelo fato de

que compreende o conjugado de qualquer uma das reivindicagdes an-
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teriores e um ou mais carreadores ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis .

12. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende o conjugado como definido em qualquer uma das rei-
vindicacées 1 a 11, compreendendo ainda pelo menos um imunomo-
dulador ou pelo menos um agente imunoestimulador.

13. Método para ativar ou potencializar uma atividade de
um estimulador de genes de interferon (STING) em um sujeito, carac-
terizado pelo fato de que compreende administrar ao sujeito o conju-
gado de qualquer uma das reivindicacdes anteriores ou um sal farma-
ceuticamente aceitavel do mesmo.

14. Método de prevencgao ou tratamento de uma doencga ou
disturbio em um sujeito, caracterizado pelo fato de que compreende
administrar ao sujeito uma quantidade terapeuticamente eficaz do con-
jugado de qualquer uma das reivindicacdes anteriores ou um sal far-
maceuticamente aceitavel do mesmo.

15. Conjugado de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢des 1 a 11, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, carac-
terizado pelo fato de ser para ativar ou aumentar uma atividade de um
estimulador de genes de interferon (STING) em um sujeito.

16. Conjugado, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 1 a 15, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, pa-
ra prevenir ou tratar uma doenca ou disturbio em um sujeito.

17. Uso do conjugado como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 11, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, caracterizado pelo fato de ser na fabricacdo de uma composi-
cao, produto ou medicamento para ativar ou aumentar uma atividade
de um estimulador de genes de interferon (STING) em um sujeito.

18. Uso do conjugado como definido em qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 11, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
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mesmo, na fabricacdo de um medicamento para prevenir ou tratar uma
doenca ou disturbio em um sujeito.

19. Método, conjugado para uso ou uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 18, caracterizado pelo fato de
que a doencga ou disturbio esta associado ao agonismo de STING.

20. Método, conjugado para uso ou uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de
que a doenca ou disturbio é cancer.

21. Método, conjugado para uso ou uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 20, caracterizado pelo fato de
que a doencga ou disturbio € cancer de bexiga, cancer de mama, can-
cer colorretal, cancer de célon, cancer de endométrio, cancer gastrico,
carcinoma escamoso de cabega e pesco¢o, melanoma , cancer de
pulm&o, cancer de ovario, cancer de eso6fago, cancer biliar , cancer
urotelial, cancer cervical, cancer papilar da tireoide, cancer de células
renais papilares, colangiocarcinoma, cancer do ducto salivar, cancer
renal ou cancer pancreatico.

22. Método, conjugado para uso ou uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, caracterizado pelo fato de
gue a doencga ou disturbio € cancer de mama, cancer colorretal, cancer
gastrico ou cancer de pulméo.

23. Composigao farmacéutica, caracterizado pelo fato de
que compreende um conjugado aqui descrito e um ou mais veiculos

ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis.
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~s ADC Rituximabe AF-HPA  ; 75/0.023 mg/kg + Conjugate 8c-2, 4.0/0.126 mg/kg
-~ XMT-1535 AF-HPA ADC, 0.75/0.024 mg/kg
-~ Conjugate 8b-2, 4.0/0.142 mg/kg

Conjugate 8b-2, 2.0/0.071 mg/kg
-~ XMT-1538 AF-HPA ADC, 0.75/0.024 mg/kg + Conjugate 8c-2, 4.0/0.126 mg/kg
-0 Rituximab AF-HPA ADC, 0.75/0.023 mg/kg + Conjugate 8b-2, 4.0/0.142 mg/ky
- Rituximab AF-HPA ADC, 0.75/0.023 mg/kg + Conjugate 8b-2, 2.0 /0.071 mg/kg
~fg  AMT-1535 AF-HPA ADC, 0.75/0.024 mg/kg + Conjugate 8b-2, 4.0/0.142 mg/kg
~ow  XMT-1535 AF-HPA ADC, 0.75/0.024 mg/kg + Conjugate 8b-2, 2.0/0.071 mg/kg
~@~ XMT-1535 AF-HPA ADC, 0.75/0.024 mg/kg +XMT-1535, 4.0/0 mg/kg
s XMT-1835, 4.75/0 mg/kg
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Dias do Estudo

-s— Vehicle

=~ Conjugate 32b, 0.85/0.03 mg/kg
=& Conjugate 89, 0.99/ 0.03 mg/kg
~iE-  Conjugate 85a, 2.58/0.10 mg/kg
== Conjugate 93, 2.85/0.10 mg/kg
-8 Conjugate 101, 2.70/0.10 mg/kg
- (Conjugate 32-2, 0.90/0.030 mg/kg
=g (CONjugate 88, 0.87/0.03 mg/kg
- (Conjugate 85 2.87/0.10 mg/kg
-0~ Conjugate 92, 2.36/0.10 mg/kg
-3 Conjugate100, 2.23/0.10 mg/kg
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RESUMO
Patente de Invencdo: "CONJUGADOS DE ANTICORPO-FARMACO
COMPREENDENDO AGONISTAS DE STING, SEU USO E COMPO-
SICAO".
A presente invencao refere-se a arcaboucos e conjugados
de anticorpo-farmaco (ADCs) que compreendem um estimulador de
genes de interferon (STING). A presente invengdo também se refere

ao uso dos ADCs em tratamento, por exemplo, tratamento de cancer.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

D2B8CD9F 60BOA3S8S8

Campo 2

31C8 9 37 48ETEU OTFDU 4?3

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: P261969 ListSeq.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 13/10/2022
- Hora de Geracao do Cdédigo: 15:19:24
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: D2B8CD9F60B0A388
- Campo 2: 31C893748EEOFD43
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