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Box No. i Bagis of the report

1. With regard to the language, this report is based ou;
)I{ the international application in the language in which it was filed.
Q a translation of the 1uternational application into which is the langoage of a
transtaton furmshed for the puposes of:
E:] international search (Rudes 12.3¢a) and 23.1(b)).

a publication of the intemational apphication (Rule 12 4(a)).

[::} international preliminary examination {Rules 55.2(a) and/or 35.3(a) and (b))

2. With regard to the elements of the international application, this xeport is based o (replacement sheets which have been furnished
to the receiving Office in response fo an invitation under Aricle 14 ave referved to in this report as “originally filed” and are notr
annexed io this report).

m the international application as onginally filed/furnished, or

)X{ the descripiion: pages as originally fled/ furmished.
pages® 1-38 received by this Authorityon  17-01-2025
pages™® received by this Authority on
E] the claims:; Nos. as originally filed/furnished.
Nog.* as amended (together with any statement) under Article 19
WNos* 1-16 received by this Authority on_17-01-2025
)Z( the drawings: pages 1—5 as originally filed/furnished.
pages™® received by this Authornty on
pages™® received by this Authority on

\V/ o - - o .
M a sequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing.

Lad

m The amendments kave resulied fn the cancellation of!
the description, pages

m the claims, Nos.

[::i the drawings, sheets/figs

m the sequence listing (specify/:

4, Ej This report has been established as if (some of) the amendments annexed o this report and listed below had not been
made, since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not accompanied by a Ictter
indicating the basis for the amendments in the application as filed. as indicated in the Supplemental Box (Rules 70.2(c)
and (c-Pis)):

the description, pages
i:} the claims, Nos.
l:E the drawings, sheets/figs

i::} the sequence listing (specifyi:

5. KE This report has been established:
taking into account the rectification of an obvious mistake anthorzed by ot notified to this Authority under Rule 91
{Rules 66.1{d~bis) and 70.2{e}).
E:} without taking into account the rectification of an obvious mistake anthorized by or notified to this Authority under
Rule 91{Rules 66.45is and 70 2(e)).
6. With regard o top-up scarches (Rules 66, 1rer and 70.2(0)}:
A top-up search was cartied out by this Anthority on

Ej Additional relevant documents have been discovered during the top-up search.

N/ - . . . .
Mo top~up search was carried out by this Autherity because it would serve no useful purpose.
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m Supplementary international search report(s) from Authority(ics)
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International application No.

PCT/IB2024/052569

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTARILITY

Box No. ¥V Reasoned statement under Article 35(2) with regard ¢ novelty, mventive step and industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statcmeont

Novelty (M) Claims YES
Claims 1-16 NG

{nventive step (IS) Claims YES
Claims 1-16 N

Industrial applicability (IA) Claims 1-16 YES
Claims NO

2. Cradons and explanations (Rule 70.7)

The applicant’s response dated 18 July 2025 to the written opinion
of the International Preliminary Examination Authority (issued for
the amended claims filed by the applicant under Article 34 via.
demand for International Preliminary Examination dated 17.01.2025)
has been duly considered.

Upon re—evaluation of the claims 1-16 under Article 33 of PCT, it
is concluded by this IPEA that they do not meet the requirements of
PCT Articles 33(2) and 33(3) as explained herein. Reference is

made to the following prior art documents cited in the
international search report:

D1: CN108066772B [SHANGHAI INSTITUTE OF MATERIA MEDICA, CHINESE
ACADEMY OF SCIENCES], 13 July 2021 [13-07-2021]

D2: W02021027851A1 [XDCEXPLORER SHANGHAI CO., LTD], 18 February
2021 [18-02-2021]

D1 discloses Antibody and Drug Conjugate (ADC) molecules targeting
TACTD 2 (TROP2), comprising hRS7 antibody (sacituzumab) bound to
MMAE by the linker MC-VC-PABC, wherein mc is (maleimidocaproyl), vc
is (valine-citrulline ), PABC is (para-aminobenzyloxycarbonyl)

(see D1, formula II, paragraph [0018]-[0022], [0091], [0092]; SEQ
ID NO:1 & 2; figures).

D2 discloses antibody drug conjugate comprising TROP2 antibody
conjugated to drug toxin such as MMAE or MMAF by linker
maleimidocaproyl-L-valine-L-citrulline—-aminobenzyl alcohol
(MC-VC-PAB) . The antibody hRS7 is used as control antibody and have
been linked to MMAF and other toxins (see D2, table 10;

example 9; figs.15 & 16; formula 5; claims)

ARTICLE 33(2) OF THE PCT - NOVELTY

Porm PCT/IPEA/409 (Box Ne. V) (uly 2022)



Intemational application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
PCT/IB2024/052569

Supplemental Box Relating to Sequence Listing

Continnation of Box No. § tem 2:
ed

1. With regard to any sucleotide and/or amine acid sequence disclosed in the lnternational application and secessary to the clatm

invention, this report has been established on the basis of a sequence listing:

N/
A forming part of the intermational apphcaton as filed.

b. E:E furnished subsequent to the international filing date for the purposes of taternational search and/or examination,
S accompanied by a statement to the effect that the sequence listing does not go beyond the disclosure inthe international

application as filed.

C. m fmished to this Authority as an arendmext® under PCT Article 34 on

ation and necessary to the
3¢

yeould be

With regard 1o any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international applic s
{
(3]

2 []
claimed invention, this report has been estabhished to the extent that a meaningful opinion referred to 1n Asticle 3

formed without a WIPO Standard ST.26 compliant sequence listing.

3. Addivonal comments:

* [fitem 4 in Box No. I applies, the sequence listing, which forms part of the hasis of the report, may be marked “superseded.”

Form PCT/IPEA/M09 (Supplemental Box Relating to Sequence Listing) (July 2022)



Intemational application No.

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY PCT/IB2024/052569

Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation of:

Continuation of Citation and Explanation (Box5)

The present application does not meet the criteria of Article 33 (1)
PCT because the subject matter of the claims 1-16 is not new

in the sense of Article 33(2) PCT.

The claims are directed towards (1) antibody-linker-drug conjugate
(ADC) wherein antibody is a monoclonal antibody comprising light
chain variable region complementarity determining region (CDR)
sequences CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) and CDR3 (QQHYITPLT)
and heavy chain variable region CDR sequences CDR1 (NYGMN),

CDR2 (WINTYTGEPTYTDDFKG) and CDR3 (GGFGSSYWYFDV); linker is
enzymatically cleavable linker unit mc-vc-PABC and drug is a
suitable auristatin analogue MMAE; wherein said monoclonal antibody
(mAb) is attached to between 4.2 and 4.4 drug moieties;

(2) pharmaceutical composition comprising the said ADC; and (3)
process for preparing the said ADC.

D1 discloses antibody-drug conjugate (ADC) molecules, specifically
hRS7-mc-vc—PABC-MMAE (also referred to as hRS7-vc—-MMAE), targeting
TACSTD2 (Trop—-2). The ADC comprises the hRS7 antibody—characterized
by SEQ ID No. 1 and 2 for its light and

heavy chain variable regions—conjugated to the MMAE payload via an
mc—vc—PABC linker. The CDRs of the light and heavy chains claimed
in claims 1 and 2 are fully contained within SEQ ID No. 1 and 2
disclosed in Dl1.Further, the document reports that the average
drug-to—-antibody ratio (DAR) ranges from 1 to 8, and includes the
preparation of an ADC with a DAR of about 4 (Example 1). The
document further discloses therapeutic use of the ADC in tumor
treatment, with administration doses ranging from 0.3 to 10 mg/kg.
Thus, the claims 1-16 are anticipated by the disclosure of DI1.

ARTICLE 33(3) OF THE PCT - INVENTIVE STEP

The present application does not meet the criteria of Article 33 (1)
PCT, because the subject matter of claims 1-16 does not
involve an inventive step in sense of Article 33(3) PCT.

The claim 1-16 not novel over the prior art disclosure as discussed
above cannot be considered inventive. Further, even if

the claims are established novel over the prior art disclosure in
view of DAR 4.2-4.4 not been explicitly suggested in the prior art,
the same cannot be considered inventive.

The applicant’s arguments regarding the inventive step of the
claims have been duly considered. The applicant contends that prior
arts do not disclose an ADC comprising a mAb with specific

light and heavy chain CDRs, an enzymatically cleavable mc-vc—-PABC
linker, and a suitable auristatin analogue MMAE, where the mAb is
conjugated to between 4.2 and 4.4 drug moieties. It is also stated

Form PCT/APEA/409 (Supplemental Box) (July 2022)



WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

that present invention claims a narrow DAR window of 4.2 to 4.4,
which is outside the +1% range of DAR 4.0 disclosed in Dl. Further,
it is stated that D1 is primarily directed towards

antibody-drug conjugates comprising the hRS7 antibody, a pegylated
linker, and the drug MMAE. Pegylation in D1 is said to contribute
to for improved stability and efficacy. Furthermore, the claimed
ADC is asserted to be more efficacious and stable than those
disclosed in D1. To support this, additional data on Sacituzumab
vedotin with DAR values of approximately 4.0, 4.3, and 6.0 were
provided. Testing revealed that the DAR 6.0 molecule exhibited
higher impurities and lower thermal stability compared to DAR 4.0
and 4.3. Subsequently, the more stable DAR 4.0 and 4.3 conjugates
were evaluated in vitro for cytotoxicity, with DAR 4.3 showing
consistently lower IC50 values (81.49, 868.7, and 234.0 ng/mL) than
DAR 4.0 (98.43, 1059, and 276.7 ng/mL) across JIMT-1, BxPC3,

and NCI-N87 cell lines, respectively. Further, a PLA data for ADC
with DAR 4 and 4.3 is provided.

The arguments were not found persuasive for the reasons stated
below.

D1 discloses antibody-drug conjugate (ADC) molecules comprising the
hRS7 antibody conjugated to the cytotoxic payload MMAE via an
mc—vc—PABC linker, forming hRS7-mc-vc-PABC-MMAE (also referred to
as hRS7-vc-MMAE). The hRS7 antibody is characterized by SEQ ID NOCs:
1 and 2, which correspond to its light and heavy chain

variable regions, respectively. D1 describes both non-pegylated and
pegylated versions of the ADC and explicitly reports ADCs with
drug-to—antibody ratios (DARs) ranging from 1 to 8. Among these, D1
includes preparation and characterization of an ADC with a DAR

of approximately 4.

Accordingly, D1l’s disclosure is not limited to pegylated ADCs; it
encompasses non-pegylated hRS7-vc-MMAE ADCs across a DAR range of 1
to 8. As such, the ADCs disclosed in D1 are equivalent in

structure and composition to those recited in claims 1-16 of the
present application.

Furthermore, D1 reports that ADCs with a DAR of 6.0 exhibit
significantly higher levels of degradation and aggregation compared
to those with a DAR of 4.0. This observation underscores

the inferior stability of higher-DAR ADCs, thereby reinforcing the
relevance of DAR 4.0 as a more favorable and stable configuration
within the disclosed range.

The additional data regarding IC50 values correspond to an
approximate 15-18% enhancement in efficacy at the higher DAR of
4.3. While these results suggest a modest improvement in the
anti-tumor activity of the conjugate with increased DAR, the data
indicate that fine-tuning the DAR within this range may contribute
to optimizing the therapeutic potential of the ADC. D1 describes

Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet 2) (July 2011)



WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

the preparation of ADCs with DAR values ranging from approximately
0.5 to 6, including an ADC with a DAR of about 4. D1 explicitly
states that by modifying reduction and coupling conditions, ADC
molecules with a range of DAR values can be produced. Specifically,
hRS7-mc-vc—-PABC-MMAE ADCs with controlled

drug-to—antibody ratios can be generated, enabling precise tuning
of DAR to optimize ADC properties and efficacy. Thus, Dl clearly
suggests that reaction conditions can be optimized to produce ADCs
with desired DAR values, making DAR optimization a known and
established approach. A mere distinction from D1 by way of a minor
improvement—while measurable (15-18%)—is not significant enough to
establish an inventive step, particularly when D1 discloses or
suggests means to achieve the same outcome and provides pertinent
examples. The technical advancement should not be limited to a mere
incremental improvement, as Dl demonstrates the performance of

DAR 4.0 and explicitly suggests further optimization is

possible. It would be obvious to a person skilled in the art to
fine—-tune DAR values, leading to incremental improvements through
routine experimentation. The improvement claimed here appears
borderline and could reasonably be achieved by routine optimization
in light of D1’s disclosure. Furthermore, while even

modest efficacy improvements (15-18%) may be clinically meaningful
and supported by regulatory precedents, referencing Nivolumab is
inappropriate here because that case involved overall survival
benefits in cancer patients-—not in vitro potency differences.
Regulatory approval standards for life-saving cancer therapies,
where even modest improvements in patient survival can Jjustify
approval, do not correspond to the criteria required to establish
an inventive step.

Further, regarding the PLA data, statistical significance in
bioassay results does not equate to an inventive step assessment,
which focuses on the obviousness of achieving the claimed
invention. The prior art is not required to explicitly disclose or
suggest the exact claimed features but is expected to provide a
clear roadmap toward the intended outcome. Document D1 provides
such a roadmap by disclosing the identical antibody (Sacituzumab),
linker (mc-vc—-PABC), and payload (MMAE), along with explicit
guidance on DAR optimization across a broad range of 0.5 to 6.0,
including the specific preparation of conjugates with a DAR of
approximately 4.0. Moreover, Dl explicitly states that reaction
conditions can be modified to produce ADCs with controlled
drug-to—antibody ratios, making the optimization to achieve the
claimed DAR range of 4.2 to 4.4 an obvious step. The observation in
D1 that DAR 6.0 conjugates exhibit stability issues further
supports this obviousness argument, as it logically directs a
skilled person to optimize DAR values around 4.0 for improved
stability. Therefore, developing an ADC with a DAR in the range of
4.2 to 4.4 would have been obvious to a person skilled in the art,
given the clear motivation and guidance provided by D1. Thus, the
claim 1 lacks inventive step. The same argument also applies muta
mutandis to the claims 8 and 9. Further, the dependent do not
contain any features which in combination with features of the
claims they refer meet the requirements of inventive step as the

Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet 3) (July 2011)



WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

relevant subject matter is either disclosed in cited prior art or
falls within the knowledge and ability of the person skilled in
art.

Thus the claims 1-16 lack inventive step.

ARTICLE 33(4) OF PCT - INDUSTRIAL APPLICABILITY

The subject matter of claims 1-16 is considered to have industrial
applicability and therefore complies with the requirements of
Article 33(4) of PCT.

Form PCT/IPEA/409 (supplemental sheet 4) (July 2011)



Confidencial

TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo Il del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes)

(Articulo 36 y Regla 70 del PCT)

Ref ia de archivo del solicitant t 8

Z?_f_reg(é%rggaég V0 del Solictiante o agente Pﬁgf‘c'?‘gﬁlb\?_'\' Ver Forma PCT/IPEA/416

No. de solicitud internacional Fecha de presentacion (Fecha de prioridad) (dia/mes/afio)

PCT/IB2024/052569 internacional (dia/mes/fafio) 17-03-2023
16-03-2024

Clasificacion de Patente Internacional (IPC) o clasificacion nacional e IPC
C07K16/28 Version=2025.01
Solicitante

ZYDUS LIFESCIENCES LIMITED

1. Estereporte es el reporte de examen preliminar internacional, establecido por esta Autoridad de Examen Preliminar
Internacional bajo el Articulo 35 y transmitido al solicitante de acuerdo con el Articulo 36.

2. Este REPORTE consiste en un total de 8 hojas, incluida esta hoja de portada.

3. Este reporte también se acompafia de ANEXOS, que comprenden:
a. X un total de 148 hojas, como sigue:

X hojas de la descripcion, reivindicaciones y/o dibujos que se han enmendado y/u hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Autoridad, a menos que aquellas hojas fueran reemplazadas o
canceladas, y cualquier carta adjunta (ver Reglas 46.5, 66.8, 70.16, 91.2 y Seccion 607 de las
Instrucciones Administrativas).

[] hojas que contienen rectificaciones, donde la decision se tomd por esta Autoridad de no tenerlas en cuenta
debido a que no estaban autorizadas por o notificadas a esta Autoridad en el momento cuando esta
Autoridad comenzd a redactar este reporte, y cualquier carta adjunta (Reglas 66.4bis, 70.2(e), 70.16 y
91.2).

[] hojas reemplazadas y cualquier carta adjunta, donde esta Autoridad considere que las hojas
reemplazantes contienen una enmienda que va mas alla de la divulgacion en la solicitud internacional
como se presento, o las hojas reemplazantes no se acomparfiaron por una carta que indique la base de las
enmiendas en la solicitud como se presentd, como se indica en el punto 4 del Cuadro No. I y el Cuadro
Complementario (ver Regla 70.16(b)).

b. [] un archivo electrénico separado que contiene un listado de secuencias (enviado a la Oficina Internacional

Unicamente)

4. Este reporte contiene indicaciones con respecto a los siguientes puntos:

X] Cuadro No. | Base del reporte
[] Cuadro No. 11 Prioridad
] Cuadro No. Il No establecimiento de la opinidn con respecto a la novedad, actividad inventiva y
aplicabilidad industrial
] Cuadro No. IV Carencia de unidad de invencién
X] Cuadro No. V Declaracion razonada bajo Articulo 35(2) con respecto a la novedad, actividad inventiva
o aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que respaldan esta declaracion
[] Cuadro No. VI Ciertos documentos citados
[] Cuadro No. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional
[ ] Cuadro No. VIII Ciertas observaciones en la solicitud internacional
Datos de presentacion de la demanda Datos de finalizacion de este reporte
17-01-2025 18-07-2025
Nombre y direccion postal de la autoridad de examen Oficial Autorizado

preliminar internacional: . .
Oficina de Patentes de la India, Anjana Haridas

Lote No. 32, Sector 14, Dwarka, Nueva Delhi- No. de Teléfono +91-1125300200
110075

Facsimil No.

Forma PCT/IPEA/409 (caratula) (julio de 2022)




Confidencial

REPORTE PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud internacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/1B2024/052569
Cuadro No. | Base del reporte
1. Con respecto al idioma, este reporte se basa en:

X la solicitud internacional en el idioma en el cual se presentd

] una traduccion de la solicitud internacional al , que es el idioma de una traduccién proporcionada
para los propdsitos de:

[] basqueda internacional (bajo las Reglas 12.3(a) y 23.1 (b))

] publicacion de la solicitud internacional (bajo la Regla 12.4.a))

] examen preliminar internacional (bajo las Reglas 55.2(a) y/0 55.3(a) y (b))

2. Con respecto a los elementos* de la solicitud internacional, este reporte se basa en (hojas de reemplazo que se
han proporcionado a la Oficina receptora en respuesta a una invitacion bajo el Articulo 14 se refieren en este
reporte como “originalmente presentadas” y no se anexan a este reporte):

[ la solicitud internacional como se present6/terminé originalmente, o

X la descripcion: paginas , COMo se presentaron/terminaron originalmente
paginas* 1-38 recibidas por esta Autoridad el __17-01-2025
paginas* recibidas por esta Autoridad el

[] las reivindicaciones: No. , COMO se presentaron/terminaron originalmente

No.* como se enmiendan (junto con esta declaracién) bajo el articulo 19
No.* 1-16 recibidas por esta Autoridad el __17-01-2025

X los dibujos: paginas _1-5 , COMO se presentaron/terminaron originalmente
paginas* recibidas por esta Autoridad el
paginas* recibidas por esta Autoridad el

X un listado de secuencias — ver Cuadro Complementario con respecto al Listado de Secuencias

3. [] Las enmiendas han dado por resultado la cancelacion de:
[lla descripcion, paginas
[ ]las reivindicaciones, No.
[los dibujos, hojas/figuras
[lel listado de secuencias (especificar):

4.[] Este reporte se ha establecido como si (algunas de) las enmiendas adjuntas a este reporte y que se listan
mas adelante no se hubieran realizado, puesto que se considera que van mas alla de la divulgacion como se
presentd, o no se acompafiaron por una carta que indique la base de las enmiendas en la solicitud como se
presentd, como se indica en el Cuadro Complementario (Reglas 70.2(c) y (c-bis)):

[la descripcion, paginas
[ ]las reivindicaciones, No.
[los dibujos, hojas/figuras
[lel listado de secuencias (especificar):

5. Este reporte se ha establecido:

[] tomando en cuenta la rectificacion de un error obvio autorizado por o notificado por esta Autoridad bajo la
Regla 91 (Reglas 66.1(d-bis) y 70.2(e)).

] sintomar en cuenta la rectificacion de un error obvio autorizado por o notificado por esta Autoridad bajo la
Regla 91 (Reglas 66.4bis y 70.2(e)).

6. Con respecto a las busquedas complementarias (Reglas 66.1ter y 70.2f)):
[] Se llevo a cabo una blsqueda complementaria por esta Autoridad el
[] Se han descubierto documentos relevantes adicionales durante la bsqueda complementaria.
XI No se llevé a cabo ninguna blisqueda complementaria por esta Autoridad debido a que no serviria para ningdn
propasito atil.
7. [] Reportes complementarios de busqueda internacional de la o las Autoridades Y
se han tomado en cuenta al establecer este reporte (Regla 45 bis.8 (b) y (c)).

*Si aplica el punto 4, algunas o todas de aquellas hojas se pueden marcar como “reemplazadas”
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SOBRE PATENTABILIDAD PCT/1B2024/052569

Cuadro No. V. Declaracion razonada conforme al Articulo 35(2) con respecto a la novedad, actividad
inventiva o aplicabilidad industrial; citas y explicaciones que respaldan esta declaracién

1. Declaracién

Novedad (N) Reivindicaciones Sl
Reivindicaciones 1-16 NO

Actividad Reivindicaciones Si
Reivindicaciones 1-16 NO

Aplicabilidad Reivindicaciones 1-16 Si
Industrial Reivindicaciones NO

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7):

La respuesta del solicitante de fecha 18 de julio de 2025 a la opinidn escrita
de la Administracién de Examen Preliminar Internacional (emitida para las
reivindicaciones enmendadas presentadas por el solicitante en virtud del
Articulo 34 mediante la solicitud de Examen Preliminar Internacional de fecha
17.01.2025) se ha considerado debidamente.

Tras la reevaluacidén de las reivindicaciones 1-16 en virtud del Articulo 33
del PCT, esto se concluye por esta IPEA gque no cumplen con los requerimientos
de los Articulos 33(2) y 33(3) del PCT como se explica en la presente. Se hace
referencia a los siguientes documentos de la técnica anterior citados en el
reporte de buUsqueda internacional:

Dl1: CN108066772B [SHANGHAI INSTITUTE OF MATERIA MEDICA, CHINESE ACADEMY OF
SCIENCES], 13 de julio de 2021 [13-07-2021]

D2: WO2021027851A1 [XDCEXPLORER SHANGHAI CO., LTD], 18 de febrero de 2021 [18-
02-2021]

D1 divulga moléculas de conjugado de anticuerpo y farmaco (ADC) que se dirigen
a TACTD 2 (TROP2), que comprenden anticuerpo hRS7 (sacituzumab) unido a MMAE
por el ligador MC-VC-PABC, en donde mc es (maleimidocaproilo), vc es (valina-
citrulina ), PABC es (para-aminobenciloxicarbonilo) (ver D1, fdérmula IT,
parrafo [0018]- [0022] , [0091], [0092]; SEQ ID NO: 1 y 2; figuras).

D2 divulga el conjugado de anticuerpo-fdrmaco que comprende el anticuerpo
TROP2 conjugado con la toxina de farmaco tal como MMAE o MMAF por el ligador
maleimidocaproil-L-valina-L-citrulina-alcohol aminobencilico (MC-VC-PAB). El
anticuerpo hRS7 se usa como anticuerpo de control y se ha enlazado a MMAF y
otras toxinas (ver D2, tabla 10; ejemplo 9; figuras 15 y 16; fdérmula 5;
reivindicaciones)

ARTICULO 33(2) DEL PCT - NOVEDAD
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SOBRE PATENTABILIDAD PCT/1B2024/052569
Cuadro complementario con respecto al Listado de secuencias

Continuacién de Cuadro I, inciso 2:

1. Con respecto a cualquier secuencia de nuclettidos y/o aminoacidos divulgada en la solicitud internacional y
necesaria para la invencidn reivindicada, esta opinion se ha establecido sobre la base de un listado de secuencias:

a. [XI que forma parte de la solicitud internacional como se presento.

b. O proporcionado con posterioridad a la fecha de presentacion internacional a los efectos de la busqueda y/o
examen internacional,

O acompafiado de una declaracion en el sentido de que el listado de secuencias no va mas alld de la
divulgacion contenida en la solicitud internacional tal como fue presentada.

c¢. O presentado a esta Autoridad como una enmienda* conforme al Articulo 34 del PCT el
2. [0 Con respecto a cualquier secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos divulgada en la solicitud internacional y
necesaria para la invencion reivindicada, este reporte se establecié en la medida de que una opinién significativa

referida en el articulo 33(1) se puede formar sin un listado de secuencias compatible con la norma ST.26 de la WIPO.

3. Comentarios adicionales:

* Si se aplica el punto 4 del cuadro No. I, el listado de secuencias, que forma parte de la base del reporte, podra
marcarse como “reemplazado .
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SOBRE PATENTABILIDAD PCT/1B2024/052569
Cuadro Complementario

En caso de que el espacio en los cuadros anteriores no sea suficiente.
Continuacidén de:
Continuacidén de citacidédn y explicaciédn (Cuadro 5)

La presente solicitud no cumple con los criterios del Articulo 33(1l) del PCT,
debido a que la materia de las reivindicaciones 1-16 no es nueva en el sentido
del Articulo 33(2) del PCT.

Las reivindicaciones se dirigen a (1) conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco
(ADC) en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende las
secuencias de regién determinante de complementariedad (CDR) de regidn
variable de cadena ligera CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3
(QQHYITPLT) y las secuencias de CDR de regidén variable de cadena pesada CDRL
(NYGMN) , CDR2 (WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV); el ligador es la
unidad de ligador enzimdticamente escindible mc-vc-PABC y el farmaco es un
andlogo de auristatina adecuado MMAE; en donde el anticuerpo monoclonal (mAb)
se une a entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco;

(2) composiciébn farmacéutica que comprende el ADC; y (3) proceso para preparar
el ADC.

D1 divulga moléculas de conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC), especificamente
hRS7-me-vc-PABC-MMAE (también referida como hRS7-vc-MMAE), dirigida a TACSTD2
(Trop-2). E1 ADC comprende el anticuerpo hRS7 caracterizado por SEQ ID NO. 1 y
2 para sus regiones variables de cadena ligera y pesada conjugadas a la carga
util de MMAE mediante un ligador mc-vc-PABC. Las CDR de las cadenas ligera y
pesada reivindicadas en las reivindicaciones 1 y 2 estédn completamente
contenidas dentro de la SEQ ID No. 1 y 2 divulgada en Dl. Ademas, el documento
reporta que la relacidén promedio de farmaco a anticuerpo (DAR) varia de 1 a 8,
e incluye la preparacién de un ADC con una DAR de aproximadamente 4 (Ejemplo
1) . E1 documento divulga ademés el uso terapéutico del ADC en el tratamiento
de tumores, con dosis de administracidén que varian de 0,3 a 10 mg/kg. Por lo
tanto, las reivindicaciones 1-16 se anticipan por la divulgacién de DI1.

ARTICULO 33(3) DEL PCT - ACTIVIDAD INVENTIVA

La presente solicitud no cumple con los criterios del Articulo 33(1) del PCT,
debido a que la materia de las reivindicaciones 1-16 no implica una actividad
inventiva en el sentido del Articulo 33(3) del PCT.

Las reivindicaciones 1-16 que no son novedosas con respecto a la divulgacidn
de la técnica anterior como se analizd anteriormente no se pueden considerar
inventivas. Ademés, incluso si las reivindicaciones se establecen novedosas
sobre la divulgacién de la técnica anterior en vista de que DAR 4,2-4,4 no se
ha sugerido explicitamente en la técnica anterior, la misma no se puede
considerar inventiva.

Los argumentos del solicitante con respecto a la actividad inventiva de las
reivindicaciones se han considerado debidamente. E1 solicitante sostiene que
las técnicas anteriores no divulgan un ADC que comprende un mAb con CDR de
cadena ligera y pesada especificas, un ligador mc-vc-PABC enzimédticamente
escindible y un andlogo de auristatina adecuado MMAE, donde el mAb se conjuga
con entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco. También se afirma
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que la presente invencidén reivindica una ventana de DAR estrecha de 4,2
a 4,4, que estd fuera del intervalo de 1% de DAR 4,0 divulgado en DI1.
Ademés, se afirma que D1 se dirige principalmente a conjugados de
anticuerpo-farmaco que comprenden el anticuerpo hRS7, un ligador
pegilado y el farmaco MMAE. Se dice que la pegilacién en D1 contribuye
a mejorar la estabilidad y eficacia. Ademés, se afirma que el ADC
reivindicado es mas eficaz y estable que aquellos divulgados en DI1.
Para respaldar esto, se proporcionaron datos adicionales sobre
Sacituzumab vedotin con valores de DAR de aproximadamente 4,0, 4,3 vy
6,0. Las pruebas revelaron que la molécula de DAR 6,0 exhibié mayores
impurezas y menor estabilidad térmica en comparacidén con DAR 4,0 y 4,3.
Posteriormente, los conjugados de DAR 4,0 y 4,3 méds estables se
evaluaron in vitro para determinar la citotoxicidad, con DAR 4,3 que
muestra valores de IC50 consistentemente mas bajos (81,49, 868,7 y
234,0 ng/ml) que DAR 4,0 (98,43, 1059 y 276,7 ng/ml) a través de las
lineas de células JIMT-1, BxPC3 y NCI-N87, respectivamente. Ademés, se
proporcionan datos de PLA para ADC con DAR 4 vy 4,3.

Los argumentos no se encontraron persuasivos por las razones que se
indican méds adelante.

D1 divulga moléculas de conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) que
comprenden el anticuerpo hRS7 conjugado con la carga Util citotdxica
MMAE mediante un ligador mc-vc-PABC, formando hRS7-mc-vc-PABC-MMAE
(también referido como hRS7-vc-MMAE). El anticuerpo de hRS7 se
caracteriza por SEQ ID NO: 1 y 2, que corresponden a sus regiones
variables de cadena ligera y pesada, respectivamente. D1 describe
versiones no pegiladas y pegiladas del ADC y reporta explicitamente ADC
con relaciones de farmaco a anticuerpo (DAR) que varian de 1 a 8. Entre
estos, D1 incluye la preparacidén y caracterizaciédn de un ADC con una
DAR de aproximadamente 4.

Por consiguiente, la divulgacidén de D1 no se limita a ADC pegilados;
abarca ADC de hRS7-vc-MMAE no pegilados en un intervalo de DAR de 1 a
8. Como tal, los ADC divulgados en D1 son equivalentes en estructura y
composiciédn a aquellos mencionados en las reivindicaciones 1-16 de 1la
presente solicitud.

Ademas, D1 reporta que los ADC con una DAR de 6,0 exhiben niveles
significativamente méas altos de degradacidén y agregacidn en comparaciodn
con aquellos con una DAR de 4,0. Esta observacidédn subraya la
estabilidad inferior de los ADC de mayor DAR, lo que refuerza la
relevancia de DAR 4,0 como una configuracidén mas favorable y estable
dentro del intervalo divulgado.

Los datos adicionales con respecto a los valores de IC50 corresponden a
una mejora aproximada de 15-18% en la eficacia a la DAR més alta de 4,3.
En tanto que estos resultados sugieren una mejora modesta en la actividad
antitumoral del conjugado con DAR incrementada, los datos indican que
ajustar la DAR dentro de este intervalo puede contribuir a optimizar el
potencial terapéutico del ADC. D1 describe
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la preparacién de ADC con valores de DAR que varian de aproximadamente 0,5
a 6, incluido un ADC con una DAR de aproximadamente 4. D1 establece
explicitamente que al modificar las condiciones de reduccién y
acoplamiento, se pueden producir moléculas de ADC con un intervalo de
valores de DAR. Especificamente, se pueden generar ADC de hRS7-mc-vc-PABC-
MMAE con relaciones controladas de fadrmaco a anticuerpo, lo que permite un
ajuste preciso de DAR para optimizar las propiedades y eficacia de ADC.
Por lo tanto, D1 sugiere claramente que las condiciones de reaccidn se
pueden optimizar para producir ADC con valores de DAR deseados, lo que
hace que la optimizacidén de DAR sea un enfoque conocido y establecido. Una
mera distincién de D1 por medio de una mejora menor, aunque medible (15-
18%), no es suficientemente significativa para establecer una actividad
inventiva, particularmente cuando D1 divulga o sugiere medios para lograr
el mismo resultado y proporciona ejemplos pertinentes. El1 avance técnico
no se debe limitar a una mera mejora incremental, ya que D1 demuestra el
rendimiento de DAR 4,0 y sugiere explicitamente que es posible una mayor
optimizacidén. Seria obvio para una persona experta en la técnica ajustar
los valores de DAR, lo que lleva a mejoras incrementales a través de la
experimentacién de rutina. La mejora reivindicada aqui parece estar en el
limite y se puede lograr razonablemente por optimizacidén de rutina a la
luz de la divulgacidén de D1. Ademds, en tanto que incluso mejoras modestas
de eficacia (15-18%) pueden ser clinicamente significativas y estar
respaldadas por precedentes regulatorios, hacer referencia a Nivolumab es
inapropiado aqui debido a que ese caso implicd beneficios de supervivencia
general en pacientes con céncer, no diferencias de potencia in vitro. Las
normas de aprobacién regulatoria para terapias contra céancer gque salvan
vidas, donde incluso mejoras modestas en la supervivencia del paciente
pueden justificar la aprobacidn, no corresponden a los criterios
requeridos para establecer una actividad inventiva.

Ademés, con respecto a los datos de PLA, la significancia estadistica en los
resultados del bioensayo no equivale a una valoracidén de actividad inventiva,
que se centra en la obviedad de lograr la invencién reivindicada. No se
requiere que la técnica anterior divulgue o sugiera explicitamente las
caracteristicas exactas reivindicadas, pero se espera que proporcione una
hoja de ruta clara hacia el resultado deseado. El documento D1 proporciona
esta hoja de ruta al divulgar el anticuerpo idéntico (Sacituzumab), ligador
(mc-vc-PABC) y carga util (MMAE), junto con una orientacidn explicita sobre
la optimizacién de DAR en un amplio intervalo de 0,5 a 6,0, incluida la
preparacidédn especifica de conjugados con una DAR de aproximadamente 4,0.
Ademés, D1 establece explicitamente que las condiciones de reaccidén se pueden
modificar para producir ADC con relaciones controladas de férmaco a
anticuerpo, lo que hace que la optimizacién para lograr el intervalo de DAR
reivindicado de 4,2 a 4,4 sea un paso obvio. La observacién en D1 de que los
conjugados de DAR 6,0 exhiben problemas de estabilidad respalda aln mas este
argumento de obviedad, ya que légicamente dirige a un experto en la técnica
a optimizar los valores de DAR alrededor de 4,0 para una estabilidad
mejorada. Por lo tanto, desarrollar un ADC con una DAR en el rango de 4,2 a
4,4 habria sido obvio para una persona experta en la técnica, dada la clara
motivacidédn y orientacidén proporcionada por DI1. Por lo tanto, la
reivindicacién 1 carece de actividad inventiva. El mismo argumento también
se aplica muta mutandis a las reivindicaciones 8 y 9. Ademas, el dependiente
no contiene ninguna caracteristica que en combinacién con las caracteristicas
de las reivindicaciones a las que se refieren cumpla con los requerimientos
de la actividad inventiva ya que la

Forma PCT409 (Hoja Complementaria 3) (julio de 2011)



Confidencial

OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

materia relevante se divulga en la técnica anterior citada o cae dentro
del conocimiento y capacidad del experto en la técnica.

Por lo tanto, las reivindicaciones 1-16 carecen de actividad inventiva.

ARTICULO 33(4) DEL PCT - APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Se considera que la materia de las reivindicaciones 1-16 tiene

aplicabilidad industrial y por lo tanto cumple con los requerimientos
del Articulo 33(4) del PCT.
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MODIFICACIONES POR ARTICULO 34

CONJUGADOS DE SACITUZUMAB-FARMACO Y PREPARACION DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

5 La invencion proporciona un conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco en donde el

anticuerpo se dirige al antigeno Trop-2, preferentemente, el anticuerpo es Sacituzumab vy el

farmaco son analogos de auristatina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC, por sus siglas en inglés), compuestos por un

10

anticuerpo, un ligador y un agente citotdxico (farmaco), son una de las plataformas

farmacoldgicas mas complejas del arsenal oncoldgico [1]. Son un sistema de administracion

de carga util en el que influyen variables importantes como: (i) la tasa de internalizacion de

la carga util; (ii) la expresion del antigeno objetivo en el tumor y en los tejidos normales, con

implicaciones tanto para la seleccion de pacientes como para el indice terapéutico; (iii) la

15

quimica del ligador y, de forma implicita en la eleccion de la quimica, la estabilidad

extracelular e intracelular; y (iv) la seleccién de la carga util para la indicacién tumoral [2].

Los mecanismos de accién de los ADC incluyen la unidn directa entre el anticuerpo y su

antigeno de superficie celular objetivo, y la liberacion intracelular o extracelular de farmacos

citotoxicos [3]. La presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-farmaco

20

y / 0 sus analogos) para dirigirse a antigeno en células cancerosas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

derivados de sacituzumab para permitir la administracion especifica de farmaco (auristatina

La presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco en donde el

anticuerpo es anticuerpo de direccionamiento a antigeno trop-2, preferentemente

25

sacituzumab y el farmaco es andalogos de auristatina adecuados. La presente invencion

proporciona mayor eficacia que la terapia aprobada en el area de canceres que expresan

trop-2. La invencion también proporciona un proceso para preparar conjugados de

anticuerpo-ligador-farmaco de la presente invencién. La presente invencién también se

refiere a conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco en el tratamiento de ciertos tipos de

30 cancer, una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad infecciosa.
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Abreviaturas:

Ab: Anticuerpo

ADC: Conjugado de anticuerpo-farmaco o conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco
HP-SEC: Cromatografia de exclusién por tamano de alto rendimiento

HP-HIC: Cromatografia de interaccién hidréfoba de alto rendimiento

HMW: Alto peso molecular

IRS: Estandar de referencia interno

LMW: Bajo peso molecular

MMAE: Monometilauristatina E

MMAF: Monometilauristatina F

mc-vc-PABC: maleimido caproil valina citrulina para amino bencil carbamato
PAB: Para-amino bencilo

PABC: Para amino bencil carbamato

SDS PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
TCEP: Tris(2-carboxietil)fosfina

Modalidades de la invencion:

Modalidad 1:

En una modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-
ligador-farmaco (ADC) de la férmula (I): Ab—{Aa-Ww-Yy-D), en donde el anticuerpo (Ab) es
un anticuerpo de direccionamiento a trop-2, preferentemente, sacituzumab; -Aa-Ww-Yy- es
una unidad ligadora enzimaticamente escindible que enlaza la unidad de farmaco y el
anticuerpo, en donde: -A- es una unidad extensora; a es 1; cada -W- es independientemente
una unidad de aminoacido; -Y- es una unidad separadora; w es un numero entero en el
intervalo de 2a 12, y es 1 0 2; p en el intervalo de 1 a aproximadamente 20; y el farmaco (D)

es un analogo adecuado de la auristatina seleccionado de MMAE y MMAF como se define



en las siguientes estructuras;

MMAE
!f\ Hh N N
l O I O\ 0] O\. o 0 OH
5 MMAF

En donde la linea ondulada representa el punto de conexién con el ligador.

En una modalidad adicional, la presente invencion proporciona conjugados de
anticuerpo-ligador-farmaco de la férmula (1) Ab—{Aa-Ww-Yy-D), en donde el anticuerpo (Ab)
es sacituzumab; -Aa-Ww-Yy- es una unidad ligadora enzimaticamente escindible que enlaza

10 la unidad de farmaco y el anticuerpo, en donde:-A- es una unidad extensora; a es 1; cada —
W- es independientemente una unidad de aminoacido seleccionada de -fenilalanina-lisina- o
-valina-citrulina-; -Y- es una unidad separadora seleccionada de -glicina-glicina- o alcohol p-
amino bencilico (PAB) o p-aminobencil carbamato (PABC); w es un niumero entero que varia
de 2a12,yes 10 2; pvariade 1 a aproximadamente 20; y el farmaco (D) se selecciona de

15 MMAE y MMAF como se define por las siguientes estructuras:

MMAE



MMAF
En donde la linea ondulada representa el punto de conexion al ligador,

En donde A se define por la siguiente estructura;

O
—(CH2)C(O)
O

r es un numero entero en un intervalo de 1 a 10; en donde el terminal carbonilo de -
A- forma una unién con una unidad de aminoacidos (W) y el terminal succinimido de -A-

forma unién con un anticuerpo (Ab).

En una modalidad preferida, la presente invencién proporciona una estructura de

10 conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) representada por;

mAb 7 i 7 H
\ o o o DJLNj;/N\:)‘Lé\NQ(J\WN
S H ) = |
N momedli i N d Me O _A_ Me OMeO  OMeO
o H o \LH

en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de

region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de

15 CDR de region variable de cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV). En esta modalidad, el anticuerpo

es Sacituzumab.
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En la modalidad preferida, la presente invencion proporciona un conjugado de
anticuerpo-ligador-farmaco (ADC) en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que
comprende las secuencias de region determinante de complementariedad (CDR) de region
variable de cadena ligera CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3
(QQHYITPLT) y las secuencias de CDR de region variable de cadena pesada CDR1
(NYGMN), CDR2(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV); el ligador es la
unidad de ligador enzimaticamente escindible mc-vc-PABC vy el farmaco (D) es un analogo
de auristatina adecuado MMAE; en donde el anticuerpo monoclonal (mAb) se une a entre

4,2 y 4,4 porciones de farmaco.

En una modalidad preferida, la presente invencién proporciona los conjugados de

anticuerpo-ligador-farmaco (ADC), en donde la estructura de ADC se representa por;

OH

R dUURdRTroay T
4

NH

H,N" 0

En donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de
CDR de regidbn variable de <cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV) en donde el anticuerpo monoclonal

(mAb) se une a entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco.

En una modalidad preferida, la presente invencion proporciona el conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el anticuerpo (mAb) se une a 4,2 porciones de farmaco
(es decir, DAR 4,2), aproximadamente 4,3 porciones de farmaco (es decir, DAR

aproximadamente 4,3) o 4,4 porciones de farmaco (es decir, DAR 4,4).
Otras modalidades:

En una segunda modalidad, la presente invencién proporciona una composicion
farmacéutica que comprende conjugado de anticuerpo-farmaco, preferentemente conjugado
de sacituzumab-farmaco como se incorpora en la modalidad 1 y un portador aceptable. El

portador aceptable se define como cualquier excipiente farmacéutico adecuado conocido en
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la técnica °° y que es compatible con el principio activo farmacéutico (API), es decir,

conjugado de anticuerpo-farmaco, en la presente de la presente invencion.

En una tercera modalidad, la presente invencién proporciona un proceso para
preparar el conjugado de anticuerpo-farmaco, preferentemente el conjugado de
sacituzumab-farmaco como se incorpora en la modalidad 1 en donde el proceso comprende
a) purificacion del anticuerpo Sacituzumab, b) reducciéon parcial de sacituzumab c¢)

conjugacioén del sacituzumab parcialmente reducido con el ligador de farmaco ve-MMAE.

En una modalidad adicional, el conjugado de acuerdo con la presente invencién, en
donde el anticuerpo monoclonal es reactivo con un antigeno o epitopo de un antigeno,
preferentemente trop-2, asociado con un cancer, una célula maligna, una enfermedad
autoinmunitaria o0 un organismo infeccioso que expresa un epitopo de reaccién cruzada de
Trop-2 para la unidon a los conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco de la presente

invencion.

En una modalidad adicional, el conjugado de sacituzumab-farmaco de acuerdo con la

presente invencion se puede usar en el tratamiento de cancer.

En una modalidad adicional, el conjugado de sacituzumab-farmaco de acuerdo con la
presente invencion se puede usar en el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria o

una enfermedad infecciosa.

En una modalidad adicional, el conjugado de sacituzumab-farmaco de acuerdo con la

presente invencién se puede usar solo como una monoterapia en el tratamiento de cancer.

En aun una modalidad adicional, el conjugado de sacituzumab-farmaco de acuerdo
con la presente invencion se puede usar solo como una monoterapia en el tratamiento de

una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad infecciosa.

En una modalidad adicional, el conjugado de sacituzumab-farmaco de acuerdo con la
presente invencion se puede usar en combinacion con otros productos de farmaco en el

tratamiento de cancer, una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad infecciosa.

En otra modalidad, el conjugado de la presente invencién puede administrarse por
via intravenosa (i.v), intramuscular (i.m), subcutanea (s.c), intraperitoneal (i.p) o por

cualquier otra via de administracion adecuada.

En otra modalidad, la dosis del conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de acuerdo
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con la presente invencién puede estar en el intervalo de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.
Definiciones:

El término “ligador” es cualquier porcidon quimica que es capaz de enlazar un
compuesto, usualmente un farmaco, tal como auristatina, a un agente de unién celular tal
como sacituzumab de manera covalente. El ligador incluye una unidad extensora (-A-), una

unidad de aminoécidos (-W-) y una unidad separadora (-Y-) de acuerdo con la formula;

'*—A;-W“,—Y_V—

Los ligadores pueden ser susceptibles o sustancialmente resistentes a la escision
inducida por acido, a la escisién inducida por luz, a la escision inducida por peptidasa, a la
escision inducida por esterasa y a la escisidén por union disulfuro, en condiciones en las que
el compuesto o el anticuerpo permanecen activos. Los ligadores adecuados son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos
labiles a los acidos, grupos fotolabiles, grupos labiles a las peptidasas y grupos labiles a las
esterasas. Los ligadores también incluyen ligadores cargados y formas hidréfilas de los

mismos como se describen en la presente y se conocen en la técnica.

El término "composicion farmacéutica" se refiere a preparados cuya forma permite
que la actividad bioldgica de los principios activos sea inequivocamente efectiva, y que no
contienen componentes adicionales que sean significativamente téxicos para los sujetos a
los que se administraria la formulacién. Los términos "formulacion farmacéutica",
"formulacion”, "composicion farmacéutica" o "composicion" pueden usarse indistintamente

en la presente.

Los términos "paciente" y "sujeto" se usan indistintamente y se emplean en su
sentido convencional para referirse a un organismo vivo que padece o es propenso a
padecer una condicién que puede prevenirse o tratarse mediante la administracion de una
composicion de la presente invencion, e incluye a los animales. El término "animal" se
refiere a un animal humano o no humano, incluidos, pero no se limitan a, animales de granja
tales como ganado vacuno, ovejas, cerdos, cabras y caballos; mamiferos domésticos como
perros y gatos; animales de laboratorio incluidos roedores como ratones, ratas y cobayas;
aves, incluidas aves domésticas, salvajes y de caza como pollos, pavos y otras aves
gallinaceas, patos, gansos y primates no humanos, incluidos, tal como, pero no se limitan a,

monos, chimpancés y otras especies de simios y monos. Este término no denota una edad
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particular. Asi, interesan los individuos adultos, juveniles y recién nacidos.

En el contexto de cancer, el término “que trata” incluye cualquiera o todos de:
aniquilacion de células tumorales o células cancerosas, prevencion del crecimiento de
células tumorales o células cancerosas, regresion de células tumorales o células
cancerosas, prevencion de replicacion de células tumorales o células cancerosas,
disminucion de la carga tumoral total y mejora de uno o mas sintomas asociados con la

enfermedad.

En el contexto de una enfermedad autoinmunitaria, el término “que tratar” incluye
cualquiera o todos de: aniquilar células que producen anticuerpo directamente o aquellas
células que ayudan a las células que producen anticuerpo en su accion, prevenir la
replicaciéon de células asociadas con un estado de enfermedad autoinmunitaria que incluye,
pero no se limita a, células capaces de producir un anticuerpo autoinmunitario, reducir la
carga de anticuerpo autoinmunitario y mejorar uno o mas sintomas de una enfermedad

autoinmunitaria.

En el contexto de una enfermedad infecciosa, el término "tratar" incluye una o todas
las siguientes acciones: prevenir el crecimiento, la multiplicacion o la replicacion del
patdégeno que causa la enfermedad infecciosa y/o de las células del hospedero infectadas

por el patdgeno y mejorar uno o mas sintomas de una enfermedad infecciosa.

La frase "sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente, se refiere a
sales organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de un farmaco (carga util) de la
presente invencion. Las sales preferidas incluyen, pero no se limitan a, sulfato, citrato,
acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, bisulfato, fosfato, fosfato acido,
isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato,
ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato,

formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato, etanosulfonato, sales de bencenosulfonato.
A menos que se especifique lo contrario, un o uno significa "uno o mas".

Un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) se define como un componente de
anticuerpo o fragmento del mismo conjugado con un agente terapéutico. Como se usa en la
presente, los términos "conjugado de anticuerpo-farmaco", "anticuerpo-ligador-farmaco"
"conjugado” e "inmunoconjugado" se usan indistintamente en la presente invencién. El

conjugado de anticuerpo-farmaco preferido de la presente invencién es conjugado de
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sacituzumab-MMAE. El “conjugado de sacituzumab-MMAE” y “sacituzumab vedotina” se

usan indistintamente.

Como se usa en la presente, el término “aproximadamente” cuando se usa con
referencia a un valor mencionado especificamente significa que el valor puede variar en %
0,1 del valor mencionado. Por ejemplo, la expresion “aproximadamente 4,3” incluye 4,2 a 4,4
y todos los valores enteros y no enteros intermedios. Los valores especificos dentro del
intervalo entre 4,2 y 4,4 incluyen, pero no se limitan a 4,20, 4,21, 4,22, 4,23, 4,24, 4,25, 4,26,
4,27, 4,28, 4,29, 4,30, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35, 4,36, 4,37, 4,38, 4,39 0 4,40.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS ANEXAS

Figura 1: La figura 1 demuestra el perfil de variantes de pureza y tamafio del

conjugado de Sacituzumab-MMAE evaluado por HP-SEC

Figura 2: La figura 2 demuestra la relacién de anticuerpo a farmaco (DAR) de los

conjugados de Sacituzumab-MMAE analizados por HP-HIC

Figura 3: La figura 3 demuestra el perfil de polipéptidos del conjugado de

sacituzumab-MMAE de la presente invencién por analisis de SDS-PAGE.

Figura 4: La figura 4 demuestra el ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de

sacituzumab-MMAE usando células BxPC3.

Figura 5: La figura 5 demuestra el ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de
sacituzumab-MMAE usando células NCI-N87.

Figura 6: La figura 6 demuestra el ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de
sacituzumab-MMAE usando células HCC1806.

Figura 7: La figura 7 demuestra el ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de
sacituzumab-MMAE usando células MDA-MB-468.

Figura 8: La figura 8 demuestra la eficacia in vivo del conjugado de Sacituzumab-

MMAE en el modelo de enfermedad de xenoinjerto de carcinoma gastrico en ratones SCID

Figura 9: La figura 9 demuestra la eficacia in vivo del conjugado de Sacituzumab-
MMAE en el modelo de enfermedad de xenoinjerto de cancer de mama triple negativo
mutado con BRCA en ratones SCID
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco de Ab
—fAa-Ww-Yy-D), en donde el anticuerpo (Ab) es anticuerpo de direccionamiento a antigeno
trop-2, preferentemente sacituzumab; -Aa-Ww-Yy- es una unidad ligadora enzimaticamente
escindible que enlaza la unidad de farmaco y el anticuerpo, en donde: -A- es una unidad
extensora; a es 1; cada -W- es independientemente una unidad de aminoacido; -Y- es una
unidad separadora; w es un nimero entero en el intervalo de 2a 12, yes 1 0 2; p esta en el
intervalo de 1 a aproximadamente 20; y el farmaco (D) es un analogo de la auristatina o una

sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Anticuerpo (Ab):

El anticuerpo de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente
invencién es anticuerpo de direccionamiento a trop-2, preferentemente sacituzumab o
cualquier modificacion postraduccional de un anticuerpo o variante de anticuerpo del mismo.
La modificacion postraduccional del anticuerpo incluye, pero no se limita a, variantes
desamidadas, acidas, basicas u oxidadas o cualquier otra variante de un anticuerpo que no
afecte a la funcion biolégica o a la eficacia del anticuerpo. En una modalidad, el anticuerpo
de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencién son variantes de
sacituzumab. Las variantes de sacituzumab de la presente invencién incluyen una
sustitucion, insercion y / o deleciéon de aminoacidos en una secuencia de polipéptidos del
anticuerpo sacituzumab. En una modalidad, el anticuerpo de direccionamiento a trop-2 de
acuerdo con la presente invencion es un anticuerpo que comprende las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA, SEQ ID NO: 1), CDR2 (SASYRYT, SEQ ID NO: 2) y CDR3
(QQHYITPLT, SEQ ID NO: 3), y secuencias CDR de regién variable de cadena pesada
CDR1 (NYGMN, SEQ ID NO: 4), CDR2 (WINTYTGEPTYTDDFKG, SEQ ID NO: 5) y CDR3
(GGFGSSYWYFDV, SEQ ID NO: 6). En una modalidad preferida, el anticuerpo de
direccionamiento a trop-2 de acuerdo con la presente invencion es un anticuerpo que
comprende la secuencia de cadena ligera SEQ ID NO: 7 (DIQLTQSPSS LSASVGDRVS
ITCKASQDVS IAVAWYQQKP GKAPKLLIYS ASYRYTGVPD RFSGSGSGTD FTLTISSLQP
EDFAVYYCQQ HYITPLTFGA GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY
PREAKVQWKY  DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD  STYSLSSTLT LSKADYEKHK
VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC) y cadena pesada SEQ ID NO: 8 (QVQLQQSGSE
LKKPGASVKV  SCKASGYTFT NYGMNWVKQA PGQGLKWMGW  INTYTGEPTY

10
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TDDFKGRFAF SLDTSVSTAY LQISSLKADD TAVYFCARGG FGSSYWYFDV
WGQGSLVTVS SASTKGPSVF PLAPSSKSTS GGTAALGCLV KDYFPEPVTV
SWNSGALTSG VHTFPAVLQS SGLYSLSSVV TVPSSSLGTQ TYICNVNHKP
SNTKVDKRVE PKSCDKTHTC PPCPAPELLG GPSVFLFPPK PKDTLMISRT PEVTCVVVDV
SHEDPEVKFN  WYVDGVEVHN AKTKPREEQY NSTYRVVSVL TVLHQDWLNG
KEYKCKVSNK ALPAPIEKTI SKAKGQPREP QVYTLPPSRE EMTKNQVSLT CLVKGFYPSD
IAVEWESNGQ PENNYKTTPP  VLDSDGSFFL  YSKLTVDKSR  WQQGNVFSCS
VMHEALHNHY TQKSLSLSPG K) que representan el anticuerpo sacituzumab. Estas
secuencias se han divulgado en International Nonproprietary Names for Pharmaceutical
Substances (INN, Vol. 29, No. 2, 2015 para el producto sacituzumab. El sacituzumab es un
anticuerpo monoclonal humanizado de inmunoglobulina G1 kappa (IgG1k) contra el
antigeno Trop-2, producido en una linea de células de mamifero (ovario de hamster chino
[CHO]) usando tecnologia de ADN recombinante. En una modalidad, el anticuerpo de los
conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la presente invencion es sacituzumab o sus
variantes que pueden mejorar la afinidad de union de ADC al antigeno trop-2. En una
modalidad mas, el anticuerpo de los conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) de la
presente invencion es sacituzumab o sus variantes que pueden mejorar la afinidad de unién
de ADC al antigeno trop-2 a pH adecuado. El pH preferido puede ser un pH de 6,0 o un pH
de 7,0. En otra modalidad, el anticuerpo de la presente invencién es sacituzumab o sus
variantes que se pueden usar para incrementar la semivida de ADC. La semivida de un ADC
de la presente invencién se puede modificar en sangre por mutacion en el dominio Fc del
anticuerpo. La mutacién en el dominio Fc incluye, de modo no taxativo, una o mas
sustituciones, inserciones y / o deleciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos

del anticuerpo.

Unidad ligadora:

La unidad ligadora del conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco enlaza la unidad del

farmaco y la unidad del anticuerpo y tiene la férmula:
AWy Yy
En donde:

-A- es una unidad extensora que se enlaza con anticuerpo;

aes0o01;

11
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cada -W- es independientemente una unidad de aminoacido;

w es independientemente un numero entero en un intervalo de 0 a 12;
-Y- es una unidad separadora que se enlaza con farmaco / carga util; y
YesO0,102.

Unidad extensora: La unidad extensora (-A-), cuando esta presente, enlaza una

unidad del anticuerpo con una unidad de aminoacidos (-W-). A este respecto, el anticuerpo
(Ab) tiene un grupo funcional que puede formar una unién con un grupo funcional de la
unidad extensora. Los grupos funcionales utiles que pueden estar presentes en un
anticuerpo, ya sea de forma natural o mediante manipulacién quimica, incluyen, pero no se
limitan a, sulfhidrilo (-SH), amino, hidroxilo, carboxi, grupo hidroxilo anomérico de un
carbohidrato, y carboxilo. Los grupos funcionales de anticuerpos preferidos son sulfhidrilo y

amino.

La unidad extensora (-A-) de la presente invencion se define por la siguiente

estructura;

O
—(CH2),C(O)
@]

r es un numero entero en un intervalo de 1 a 10; en donde el terminal carbonilo de -
A- forma una unién con una unidad de aminoacidos (W) y el terminal succinimido de -A-

forma unién con un anticuerpo (Ab).

En una modalidad, la unidad extensora forma una unidon con un atomo de azufre de
la unidad del anticuerpo. El atomo de azufre puede derivarse de un grupo sulfhidrilo del
anticuerpo. A continuacion se muestran unidades extensoras representativas de esta

modalidad;

12
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Unidad de aminoacidos (-W-): La unidad de aminoacidos (-W-), cuando esta
presente, enlaza la unidad extensora con la unidad separadora si la unidad separadora esta
presente, enlaza la unidad extensora con la unidad del farmaco si la unidad separadora esta
ausente, y enlaza la unidad del anticuerpo con la unidad del farmaco si la unidad extensora

y la unidad separadora estan ausentes. La linea ondulada representa el punto de conexion.

-Ww- es una unidad de dipéptido, tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido, hexapéptido,
heptapéptido, octapéptido, nonapéptido, decapéptido, undecapéptido o dodecapéptido. La
unidad de aminoacidos del ADC de la invencién puede ser escindida enzimaticamente por
una o mas enzimas, incluyendo una proteasa asociada al tumor, para liberar la unidad del

farmaco (-D). Las unidades Ww ilustrativas se representan por la formula;

" 0 R21
N
R20 o}

En donde R es isopropilo y R*' es (CH2)sNHCONH_.

Unidad separadora: La unidad separadora (-Y-), cuando esta presente, enlaza una
unidad de aminodacidos con la unidad del farmaco cuando hay una unidad de aminoacidos
presente. Alternativamente, la unidad separadora enlaza la unidad extensora con la unidad
del farmaco cuando la unidad de aminoacidos esta ausente. La unidad separadora también
enlaza la unidad del farmaco con la unidad del anticuerpo cuando faltan tanto la unidad de
aminoacidos como la unidad extensora. Las unidades separadoras son de dos tipos
generales: autoinmolables y no autoinmolables. En una modalidad, la unidad separadora (-
Y-) de la presente invencion puede ser autoinmolable o no autoinmolable. Una unidad
separadora no autoinmolable es una en la que parte o la totalidad de la unidad separadora
permanece unida a la unidad de farmaco después de la escision, particularmente la escision
enzimatica de una unidad de aminoacido del conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco. Los
ejemplos de una unidad separadora no autoinmolable incluyen, pero no se limitan a, una

unidad separadora (glicina-glicina) y una unidad separadora de glicina. Cuando un

13
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compuesto de la invencion que contiene una unidad separadora de glicina-glicina o una
unidad separadora de glicina se escinde enzimaticamente mediante una proteasa asociada
a células tumorales, una proteasa asociada a células cancerosas o0 una proteasa asociada a
linfocitos, se escinde un resto de glicina-glicina-farmaco o un resto de glicina-farmaco de Ab-
Aa-Ww-. En una modalidad, -Y,~- es una unidad de alcohol p-aminobencilico (PAB). En una
modalidad, la invencién proporciona un compuesto farmaco-ligador o conjugado de farmaco
anticuerpo-ligador en el que la unidad separadora esta ausente (= 0). En una modalidad, -Y-
es un grupo alcohol p-aminobencilico (PAB) que esta enlazado a -Ww - mediante el atomo
de nitrégeno amino del grupo PAB, y conectado directamente a -D mediante un grupo

carbonato, carbamato o éter.

Unidad del farmaco: La presente invencion proporciona un conjugado de
anticuerpo-farmaco en donde el anticuerpo es sacituzumab y el farmaco son analogos de

auristatina seleccionados de MMAE y MMAF como se define por las siguientes férmulas:

/ P N N 4
| e} [ 0. O o._ ©O

MMAE

f ~ 'FJ',, N N
o o o O~ © o oH

MMAF
En donde la linea ondulada representa el punto de conexién con el ligador.

Conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencion

La presente invencion proporciona conjugado de anticuerpo-farmaco en donde el
anticuerpo es sacituzumab o su variante que se dirige al antigeno trop-2 y el farmaco o
carga util es un analogo de auristatina preferentemente MMAE. El conjugado de anticuerpo-
farmaco preferido de la presente invenciéon es conjugado de sacituzumab-MMAE también

nombrado sacituzumab vedotina. El conjugado de sacituzumab-MMAE de la presente
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invencién comprende sacituzumab o sus variantes como un anticuerpo, mc-vc-PABC como
un ligador y MMAE como una toxina o farmaco o carga util. El conjugado de la presente
invencién también incluye la sal farmacéutica de la carga util, es decir, MMAE. Los
inventores de la presente invencién han encontrado que los conjugados de sacituzumab-
MMAE de la presente invencién producen una actividad bioldgica significativamente mejor
en estudios in vitro asi como in vivo en modelos animales de xenoinjerto en comparacion
con una terapia de conjugado de farmaco aprobada (Trodelvy®) en cancer que expresa trop-
2. Se espera que la actividad bioldgica de sacituzumab-MMAE de la presente invencion se
extrapolara al uso clinico en humanos. El conjugado de farmaco novedoso de la presente
invencion es mejor que el conjugado de farmaco aprobado, Trodelvy®, ya que puede tratar
los tumores que portan la mutacion BRCA por si solo (ejemplo 8) sin la necesidad de un
segundo cotratamiento, por ejemplo, inhibidores de PARP que se van a dar junto con el
tratamiento primario como en Trodelvy® . El conjugado de farmaco novedoso de la presente
invencién también es mejor que el conjugado de farmaco aprobado debido a que es eficaz a
concentraciones de farmaco significativamente mas bajas, lo que hace que el farmaco sea
mas barato para los pacientes y posiblemente menos toxico, en tanto que es igual o mejor

eficaz que el conjugado de farmaco aprobado, es decir, Trodelvy®.

Proceso de preparacion del conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente

invencion

El anticuerpo de la presente invencion, preferentemente sacituzumab, se expreso en
células CHO (ovario de hamster chino) usando tecnologia recombinante. Las células se
cultivaron en medios de cultivo celular a pH y temperatura adecuados por un periodo
especifico. Una vez finalizada la incubacion celular, se cosecharon los cultivos celulares y se
aislé y purifico el anticuerpo por la técnica cromatografica adecuada. El anticuerpo,
preferentemente sacituzumab, de la presente invencion se redujo con agentes reductores tal
como Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP) en amortiguador de fosfato a pH en el intervalo de
5-8,5 a temperatura de aproximadamente 37 °C durante 120 minutos. De manera
alternativa, el sacituzumab de la presente invencion se puede reducir con ditiotreitol (DTT).
El sacituzumab reducido se hizo reaccionar con un exceso molar de aproximadamente 5 a
10 de conjugado de ligador-farmaco de la presente invencion. El conjugado de farmaco-
ligador de la presente invencion es la vedotina, que esta disponible comercialmente en el
mercado. La vedotina de la presente invencion comprende un ligador mc-vc-PABC
conjugado con una carga util de monometilauristatina (MMAE), también conocida como vc-

MMAE o mc-vc-PABC-MMAE. EIl conjugado se purificé por ultrafiltracion-diafiltracion. Las
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relaciones de anticuerpo-farmaco (DAR) se determinaron por el método de columna HPLC-
HIC. Las relaciones de anticuerpo a farmaco (DAR) obtenidas para sacituzumab vedotina de
la presente invencion, que estaban habitualmente en el intervalo de 1 a 8 DAR para
sacituzumab vedotina de la presente invencion en el intervalo de 3 a 5 o en el intervalo de
3,5a4,5.

En una modalidad, la presente invencidon proporciona conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el anticuerpo (mAb) se une a entre 1 y 8 porciones de farmaco,
preferentemente entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco. Los valores especificos dentro del
intervalo entre 4,2 y 4,4 incluyen, pero no se limitan a 4,20, 4,21, 4,22, 4,23, 4,24, 4,25, 4,26,
4,27, 4,28, 4,29, 4,30, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35, 4,36, 4,37, 4,38, 4,39 0 4,40.

En la modalidad preferida, la presente invenciéon proporciona un conjugado de
anticuerpo-ligador-farmaco (ADC) en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que
comprende las secuencias de region determinante de complementariedad (CDR) de region
variable de cadena ligera CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3
(QQHYITPLT) y las secuencias de CDR de region variable de cadena pesada CDR1
(NYGMN), CDR2(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV); el ligador es la
unidad de ligador enzimaticamente escindible mc-vc-PABC y el farmaco (D) es un analogo
de auristatina adecuado MMAE; en donde el anticuerpo monoclonal (mAb) se une a entre
4,2 y 4,4 porciones de farmaco. En una modalidad preferida, la presente invencion
proporciona los conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco (ADC), en donde la estructura de

ADC se representa por;

OH
"’A{ o N
” o b o
Mmool B de Me O _A_ Me OMeO  OMeO
0 H o 3 H
W\r~.|H

HN" 0

En donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de
CDR de region variable de cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV) en donde el anticuerpo monoclonal

(mAb) se une a entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco.

16



10

15

20

25

30

En una modalidad preferida, la presente invencion proporciona el conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el anticuerpo (mAb) se une a 4,2 porciones de farmaco,
aproximadamente 4,3 porciones de farmaco o 4,4 porciones de farmaco. En la modalidad
preferida, la relaciéon de anticuerpo-farmaco (DAR) del ADC de la presente invencion es
4,20, 4,21, 4,22, 4,23, 4,24, 4,25, 4,26, 4,27, 4,28, 4,29, 4,30, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35,
4,36, 4,37, 4,38, 4,39 0 4,40.

En una modalidad,_la presente invencion proporciona el conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC) en donde el anticuerpo (mAb) se une a 4,20, 4,21, 4,22, 4,23, 4,24, 4,25,
4,26, 4,27, 4,28, 4,29, 4,30, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35, 4,36, 4,37, 4,38, 4,39 o0 4,40

porciones de farmaco.

Para el almacenamiento a largo plazo, las alicuotas del conjugado de farmaco

purificado se han almacenado en condiciones de congelacion, a -25 + 5 °C.

Uso del conjugado de la presente invencion

En otro aspecto, el conjugado de anticuerpo-farmaco de la presente invencion se
puede usar en el tratamiento de un sujeto, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un conjugado terapéutico, preferentemente conjugado de
sacituzumab-farmaco, como se describe en la presente a un sujeto. La dosis efectiva del
conjugado puede estar en el intervalo de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg. Las enfermedades que se
pueden tratar con el conjugado de sacituzumab-farmaco incluyen, pero no se limitan a,
canceres, enfermedades autoinmunitarias y / o enfermedades infecciosas. En un aspecto, el
conjugado de la presente invencion se puede usar en el tratamiento de cancer pancreatico,
cancer de mama y / o cancer gastrico. En un aspecto, el conjugado de la presente invencion
se puede usar en el tratamiento de cancer de mama triple negativo mutado con BRCA,
carcinoma, linfoma, glioblastoma, melanoma, sarcoma y leucemia, mieloma o neoplasias
malignas linfoides. Los ejemplos mas particulares de estos canceres se indican a
continuacién e incluyen: cancer de células escamosas (por ejemplo, cancer de células
escamosas epiteliales), sarcoma de Ewing, tumor de Wilms, astrocitomas, glioblastoma
multiforme, cancer cervical. Otros ejemplos de canceres o neoplasias malignas incluyen,
pero no se limitan a: Leucemia linfoblastica aguda infantil, leucemia linfoblastica aguda,
leucemia linfocitica aguda, leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical, leucemia
linfocitica aguda en adultos (primaria), leucemia mieloide aguda en adultos, linfoma de
Hodgkin en adultos, leucemia linfocitica en adultos, linfoma no de Hodgkin en adultos,

linfoma relacionado con sida, neoplasias malignas relacionadas con sida, linfoma de sistema
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nervioso central (primario), linfoma del sistema nervioso central, astrocitoma cerebeloso,
astrocitoma cerebral, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda infantil, glioma
del tronco encefalico infantil, astrocitoma cerebeloso infantil, astrocitoma cerebral infantil,
tumores de células germinales extracraneales infantiles, enfermedad de hodgkin infantil,
linfoma de Hodgkin infantil, glioma hipotalamico y de las vias visuales infantil, leucemia
linfoblastica infantil, meduloblastoma infantil, linfoma no de Hodgkin infantil, tumores
neuroectodérmicos primitivos pineales y supratentoriales infantiles, rabdomiosarcoma
infantil, sarcoma de tejidos blandos infantil, glioma hipotalamico y de las vias visuales
infantil, leucemia linfocitica crénica, leucemia mieloide crénica, linfoma cutaneo de células T,
carcinoma de células de los islotes del pancreas endocrino, cancer de endometrio,
ependimoma, cancer epitelial, sarcoma de Ewing y tumores relacionados, tumor de células
germinales extracraneal, tumor de células germinales extragonadal, cancer ocular,
enfermedad de Gaucher, linfoma de hodgkin, hipergammaglobulinemia, cancer de
hipofaringe, melanoma intraocular, sarcoma de kaposi, trastornos linfoproliferativos,
macroglobulinemia, mesotelioma maligno, timoma maligno, meduloblastoma, melanoma,
mesotelioma, mieloma multiple, mieloma multiple/neoplasia de células plasmaticas,
sindrome  mielodisplasico, leucemia mielégena, leucemia mieloide, trastornos
mieloproliferativos, cancer de cavidad nasal y senos paranasales, cancer de nasofaringe,
neuroblastoma, linfoma no de Hodgkin, cancer de piel no melanoma, sarcoma fibroso
osteomaligno, osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno, osteosarcoma/histiocitoma fibroso
maligno éseo, tumor de células germinales de ovario, tumor de ovario de bajo potencial
maligno, paraproteinemias, policitemia vera, céncer de paratiroides, cancer de pene,
feocromocitoma, tumor hipofisario, linfoma primario del sistema nervioso central,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de glandulas salivales, sarcomas sarcoidosis,
sindrome de Sézary, cancer de piel, cancer testicular, timoma, cancer de tiroides,
macroglobulinemia de Waldenstrom, tumor de Wilms y cualquier otra enfermedad
hiperproliferativa, ademas de neoplasia, ubicada en un sistema de oérganos listado
anteriormente. EI ADC de la presente invencion se puede administrar una vez o
repetidamente, dependiendo del estado de enfermedad y tolerabilidad del conjugado, y se
puede usar solo como una monoterapia o en combinacion con otras modalidades
terapéuticas, tal como cirugia, radiacién externa, radioinmunoterapia, inmunoterapia,
quimioterapia, terapia antisentido, terapia de ARN de interferencia, terapia génica y
similares. Cada combinacién se adaptara al tipo de tumor, etapa, condicién del paciente y

terapia previa, y otros factores considerados por el médico responsable.

Formulacién y administracion
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Las vias de administracion adecuadas de los conjugados de farmaco sacituzumab de
la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, inyecciones oral, parenteral, rectal,
transmucosa, intestinal, intramuscular, subcutanea, intramedular, intratecal, intraventricular
directa, intravenosa, intravitrea, intraperitoneal, intranasal o intraocular. Las via de
administracion preferida es la parenteral. Alternativamente, se puede administrar el
compuesto de forma local en lugar de sistémica, por ejemplo, mediante inyeccion del

compuesto directamente en un tumor solido.

El conjugado de anticuerpo-farmaco, preferentemente conjugado de sacituzumab-
farmaco de la presente invencion se puede formular de acuerdo con métodos conocidos
para preparar composiciones farmacéuticamente utiles, por lo que el conjugado de
anticuerpo-farmaco se combina en una mezcla con un excipiente farmacéuticamente
adecuado. La solucion salina estéril amortiguada con fosfato es un ejemplo de excipiente
farmacéuticamente adecuado. Otros excipientes adecuados son bien conocidos por los

expertos en la técnica. >°

En una modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-

ligador-farmaco (ADC) de la formula (I):
Ab-(Aa-Ww-Yy-D),
en donde el anticuerpo (Ab) es un anticuerpo de direccionamiento a trop-2;

-Aa-Ww-Yy- es una unidad ligadora escindible enzimaticamente que enlaza la unidad
del farmaco (D) y el anticuerpo, en donde: -A- es una unidad extensora; a es 1; cada -W- es
independientemente una unidad de aminoacido; -Y- es una unidad separadora; w es un
namero entero en el intervalo de 2 a 12, y es 1 0 2; p en el intervalo de 1 a
aproximadamente 20; y el farmaco (D) es un analogo adecuado de la auristatina

seleccionado de MMAE y MMAF como se define en las siguientes estructuras;

MMAE
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MMAF
en donde la linea ondulada representa el punto de conexién al ligador,

En otra modalidad, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-
ligador-farmaco en donde: -A- es una unidad extensora; -W- es independientemente una
unidad de aminoacidos seleccionada de -fenilalanina-lisina- o -valina-citrulina-; -Y- es una
unidad separadora seleccionada de -glicina-glicina- o alcohol p-aminobencilico (PAB) o

carbamato de p-aminobencilo (PABC).

En otra modalidad, la presente invencién proporciona conjugados de anticuerpo-

ligador-farmaco en donde: -A- es una unidad extensora definida por la siguiente estructura;

O
—(CH2),C(0)
0]

en donde r es un numero entero que varia de 1 a 10; en donde el extremo carbonilo
de —A- forma un enlace con una unidad de aminoacido (W) y el extremo succinimido de —A-

forma un enlace con el anticuerpo (Ab).

En aun otra modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-
ligador-farmaco (ADC) en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las
secuencias de regién determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de
cadena ligera CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las
secuencias de CDR de region variable de cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV); la wunidad de ligador
enzimaticamente escindible es mc-vc-PABC y el farmaco es el farmaco (D) es un analogo

de auristatina adecuado MMAE.
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En aun otra modalidad, la presente invencion proporciona conjugados de anticuerpo-

ligador-farmaco (ADC) en donde la estructura de ADC se representa por;

mAb 2 T H 7
X, 0 5 " OANKNJ%Q(J\WN
SR e s ully N L Me O A_ Me OMeO  OMeO
N g N o
0 H 5 j\H

en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de
CDR de region variable de cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV).

En una modalidad adicional, la presente invenciéon proporciona conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende
dominios constantes y un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano. En aun una
modalidad adicional, la presente invencion proporciona conjugado de anticuerpo-farmaco
(ADC) en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende dominios constantes y
un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano y en donde uno o mas aminoacidos en la

porcion Fc estan mutados.

En una modalidad, la presente invencidén proporciona conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC) en donde el mAb es el anticuerpo monoclonal, sacituzumab o variantes del

mismo.

En una modalidad, la presente invencion proporciona conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC), en donde el mAb se une a entre 1 y 8 porciones de farmaco, o 3 a 5
porciones de farmaco o en el intervalo de 3,5 a 4,5 porciones de farmaco preferentemente

en el intervalo de 4,2 a 4,4.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica
que comprende conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) como se reivindica en cualquiera

de las reivindicaciones anteriores y un portador aceptable.

En aun otra modalidad, la presente invencion proporciona un proceso para preparar

21



10

15

20

25

el conjugado de anticuerpo-farmaco en donde el proceso comprende a) purificacion del
anticuerpo, sacituzumab b) reduccién parcial de sacituzumab c) conjugacién de sacituzumab

reducido con el ligador de farmaco ve-MMAE.

En aun otra modalidad, la presente invencidn proporciona conjugado de anticuerpo-
farmaco (ADC) en donde el conjugado esta en una forma adecuada para administracion
parenteral tal como intravenosa (i.v), intramuscular (i.m), subcutanea (s.c.), intraperitoneal

(i.p) o cualquier otra via de administracion adecuada.

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona conjugado de

anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el ADC se usa para tratar cancer.

En aun una modalidad adicional, la presente invencién proporciona conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el ADC se usa para tratar una infeccion con un

organismo patégeno.

En aun otra modalidad, la presente invencion proporciona conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC) en donde el ADC se usa para tratar una enfermedad autoinmunitaria.

En una modalidad adicional, la presente invencién proporciona conjugado de
anticuerpo-farmaco (ADC) en donde el ADC se administra como monoterapia o en
combinacién con uno 0 mas agentes terapéuticos seleccionados del grupo que consiste en
anticuerpos no conjugados, anticuerpos radioetiquetados, anticuerpos conjugados con
farmaco, anticuerpos conjugados con toxina, terapia génica, quimioterapia, péptidos
terapéuticos, oligonucledtidos, terapia de radiacién localizada, cirugia y terapia de ARN de

interferencia.

En una modalidad, la presente invencién proporciona conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC) en donde la dosis del ADC es aproximadamente 0,1 mg / kg a 10 mg / kg.

En otra modalidad, la presente invencidén proporciona conjugado de anticuerpo-

farmaco (ADC) que es sacituzumab vedotina.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacion de conjugado de sacituzumab-ligador-farmaco

Sacituzumab se expreso en células CHO y se purificd por cromatografia en columna

convencional que comprende cromatografia en columna de afinidad de proteina A. Se
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encontré que la pureza de sacituzumab después de la purificacidon en columna de afinidad
es > 98,5 %, como se valora por HP-SEC. La conjugacién del farmaco a sacituzumab (a > 1
mg / ml) se realizé en el grupo tiol (-SH) bajo condiciones reductoras por exceso molar (con
respecto a la proteina) de farmaco MMAE acoplado a valina-citrulina a temperatura entre 2
°Cy 30 °C a pH entre 5,0 y pH 8,5. El complejo ligador-farmaco se disolvié en acetonitrilo al
5-20 % antes de mezclarlo con la solucién proteica. EI complejo ligador-farmaco también
puede disolverse en otro solvente organico como acetato de dimetilo o sulféxido de dimetilo.
La reaccién de conjugacién se llevd a cabo por aproximadamente 60 minutos. Después de
la conjugacion, el conjugado de anticuerpo-farmaco (conjugado de sacituzumab-MMAE) se
intercambié con amortiguador, se filtré a través de un filtro 0,2p y se almacend bajo

condicion congelada a— 25+ 5 °C.

Tabla 1: Pureza del conjugado de sacituzumab-farmaco por analisis de HP-SEC

Analisis de HP-SEC
LMW (bajo
Muestra HMW (alto peso . o (bay
Pico principal peso
molecular)
molecular)
Conjugado de sacituzumab-MMAE 2,58 % 94,67 % 2,75 %

Se observé que el conjugado de anticuerpo-farmaco muestra aproximadamente 94 %

de pureza en el analisis de HP-SEC como se menciona en la tabla 1.

El conjugado de sacituzumab-MMAE también se puede preparar por el método como

se describe en el ejemplo 2.
Ejemplo 2: Método para preparar conjugado de Sacituzumab-MMAE

El anticuerpo monoclonal sacituzumab se expreso en células de ovario de hamster
chino (CHO). La purificacion se llevd a cabo usando pasos convencionales de cromatografia
en columna, tales como cromatografia en columna de afinidad con r-proteina A,
cromatografia de intercambio catiénico y cromatografia en columna de modo mixto. Tras la
purificacién, se determiné una pureza del anticuerpo mayor a 99 % usando cromatografia de

exclusion por tamano de alto rendimiento (HP-SEC).

Conjugacion del farmaco veMMAE a sacituzumab:
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El anticuerpo monoclonal de sacituzumab purificado se someti6 a conjugacién
quimica con ve-MMAE. La matriz de ve-MMAE también se conoce como vedotina, que se

compro en el mercado. A continuacion se describen los pasos del proceso;
Descongelacién del compuesto intermedio Critico (Cl, es decir, Sacituzumab)

El CI (por sus siglas en inglés) se almacend congelado en bolsas criogénicas. La
descongelacion se realizé manualmente en las mismas criobolsas. Tras la descongelacion,
el material de Cl (sacituzumab) se transfiridé a un recipiente adecuado para el siguiente paso

de reaccion.

Reduccién parcial del Cl por TCEP

Sacituzumab se sometié a reduccion parcial (reticulaciones S-S entre cadenas) en la
presencia de una cantidad en exceso molar de tris (carboxietil) fosfina [TCEP] durante
aproximadamente 300 min. La temperatura de incubacién se mantuvo a o por debajo de 37
°C, bajo condicién de agitacion (200 rpm), para la reaccion. Al final de la reaccién, la mezcla
de proteinas se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 y se recolectdé en una botella de

vidrio despirogenada limpia (2 L) para realizar el siguiente paso de reaccion.

Conjugacion del ligador del farmaco con el Cli

El sacituzumab tratado con TCEP se incubd con una cantidad en exceso molar del
farmaco-ligador, ve-MMAE (valina-citrulina monometil auristatina E). La incubacién se llevé a
cabo en condiciones de frio por no mas de 120 min, con agitacion suave (200 rpm). La
conjugacion tiene lugar con la formacion de un enlace tioéter covalente entre los grupos -SH
libres (intercadenas) de la proteina sacituzumab parcialmente reducida y el grupo maleimida
del farmaco-ligador, vecMMAE. Al final de la reaccién de conjugacién, la mezcla de reaccién
se paso por un filtro de 0,2 um y se sometié a UF/DF (por sus siglas en inglés) para eliminar

las moléculas de ligador de farmaco que no habian reaccionado.

Eliminacién del exceso de ligador de farmacos e intercambio de amortiguadores por
UF/DE

Después de la filtracion, la mezcla de reaccion cruda que contiene sacituzumab
vedotina se sometié a UF / DF para la remocién del farmaco-ligador veMMAE sin reaccionar,
seguido por el intercambio de amortiguador final. Para UF/DF, se usaron filtros de

membrana de 30 kDa MWCO. La UF/DF se llevé a cabo a una presiéon transmembrana
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maxima (TMP, por sus siglas en inglés) de 50 kPa [0,50 bar]. La diafiltracién a volumen
constante se realizé con amortiguador Na-citrato 20 mM de pH de 6,6 + 0,1; conductividad
de 4,5 + 0,5 mS/cm, para un maximo de 30 diavolumenes. La diafiltracion se supervisé y
controlé para que el pH y la conductividad del retentado alcanzaran los valores objetivo.
Después de lograr el pH y conductividad objetivo, se recuperd sacituzumab vedotina a

aproximadamente 7 mg / ml y se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 p.

Preparacion de formulados a granel

La solucion concentrada de proteinas se recolectd en un frasco de vidrio limpio y
despirogenado. A esto, se adicioné trehalosa a partir de una solucion madre al 30 % recién
preparada (0,2 u filtrada) para lograr una concentracion final de 7 % (p / v). Posteriormente,
se adicion6 polisorbato 80 a una concentracion final de 0,02 % y el volumen final de
volumen se ajusté con la adicion del amortiguador de sustancia de farmaco para lograr una
concentracion de proteina de 5 mg / mL para sacituzumab vedotina. El volumen formulado
de sacituzumab vedotina se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 um, bajo una cabina de
bioseguridad, y se recolecté en una botella de polietilentereftalato glicol (PETG) estéril, no
pirdgena y de un solo uso con cierre de tornillo de polietileno de alta densidad (HDPE)
blanco. El volumen formulado filtrado se etiqueté como la sustancia activa de sacituzumab

vedotina.
Ejemplo 3: Pureza de sacituzumab vedotina por analisis de HP-SEC

Las muestras de sustancia activa de sacituzumab vedotina del ejemplo 2 se
analizaron por HP-SEC analitica para valorar el nivel de pureza y presencia de variantes de
tamafno relacionadas con el producto (especies de HMW y LMW), bajo condiciones
naturales. Las muestras se inyectaron en una columna de silice (7,8 mm x 30 cm; 3 um)
para el analisis por HPLC. La matriz de silice usada en esta columna se acopla con quimica
de superficie unida de tipo diol hidréfilo. El analisis de HP-SEC se realizé en modo isocratico
con amortiguador de fosfato de pH 6,8, que contenia sal 250 mM y un solvente polar (15 %),
como fase moévil. La separacion de variantes de tamafio de proteina se realizé a una
velocidad de flujo de 0,5 ml / min, temperatura de columna de 25 °C y se registré con

deteccion UV, a 214 nm.

Se encontré que la pureza de sacituzumab vedotina en las muestras de sustancia
activa sacituzumab es > 97,0 %. Se encontré que las muestras mostraban < 1,5 % de HMW

y < 2 % de variantes de especies de LMW, como se ilustra en la siguiente tabla 2 y figura 1.
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Tabla 2: % de pureza por HP-SEC

Muestras % HMW % Pico principal % LMW
Conjugado 01 de sacituzumab-MMAE 1,04 97,57 1,39
Conjugado 02 de sacituzumab-MMAE 0,86 97,81 1,33
Conjugado 03 de sacituzumab-MMAE 0,74 98,06 1,20

Ejemplo 4: Relacion de anticuerpo a farmaco (DAR) del conjugado de
Sacituzumab-MMAE

Las muestras de la sustancia activa de sacituzumab vedotina del ejemplo 3 se
analizaron por cromatografia de interaccién hidréfoba analitica (HIC) -HPLC para valorar la
distribucion del farmaco-ligador (DI) en sacituzumab. Los picos se separan mediante HIC en
funcién de la hidrofobicidad relativa del anticuerpo conjugado con farmaco (ADC) que lleva
de 0 a 8 cargas utiles (toxina del farmaco). Esta técnica también permite la determinacién de
la relacién promedio de farmaco a anticuerpo (DAR) en sacituzumab vedotina. Los
experimentos se realizaron al usar una columna de butilo (4,6 x 100 mm; 5 um) acoplada
con el sistema de HPLC. Las muestras que contienen sustancia activa de sacituzumab
vedotina se inyectaron en la columna de HIC que estaba saturada con fase movil A (fosfato
50 mM pH 7,0 y amortiguador de sulfato de amonio 1,2 M que contiene alcohol iso-propilico
al 5 %), a 25 °C. Sacituzumab vedotina que lleva un numero variable de cargas utiles se
eluy6 de la columna con fase movil B (fosfato 50 mM de pH 7,0 que contiene alcohol iso-
propilico al 20 %), en modo de concentracion de sal decreciente, a 1,0 ml / min, y la elucién
se registré con deteccion UV, a 214 nm. La figura 2 ilustra la aparicion de variantes de
anticuerpos enlazados a farmacos obtenidas con tres lotes independientes de sacituzumab

vedotina.

Se encontré que las tres muestras de sustancia activa de sacituzumab vedotina
mostraban cinco picos prominentes, que corresponden a DARO, DAR2, DAR4, DARG y
DARS8, como se muestra en la figura 2. Se observd que los valores del tiempo de retencion
(RT, por sus siglas en inglés) de los picos individuales obtenidos con las muestras del lote
eran casi idénticos entre si. Sacituzumab vedotina obtenida de todos los lotes derivados
mostré una DAR promedio de 4 + 1, preferentemente DAR de aproximadamente 4 a 4,5, o
DAR de aproximadamente 3,5 a 4,5, preferentemente de 4,2 a 4,4, mas preferentemente
DAR de aproximadamente 4,3 en el analisis de HP-HIC como se proporciona en la

siguiente tabla 3 y figura 2.
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Tabla 3: % de relacion de anticuerpo a farmaco (DAR) de conjugado de
sacituzumab-MMAE

% de % de % de % de % de DAR
DARO DAR2 DAR4 DARG DAR8 | promedio

Muestras

Conjugado 01 de
sacituzumab-MMAE

2,96 21,02 41,92 26,97 7,12 4,29

Conjugado 02 de
sacituzumab-MMAE

2,93 20,45 41,10 26,96 8,56 4,36

Conjugado 03 de
sacituzumab-MMAE

2,73 19,93 40,46 27,48 9,40 4,42

Ejemplo 5: Perfil de polipéptido del conjugado de sacituzumab-ligador-farmaco
usando electroforesis SDS PAGE.

Preparacion de conjugado de sacituzumab-ligador-farmaco El conjugado de

sacituzumab-ligador-farmaco se prepardé de acuerdo con los pasos descritos en el ejemplo
1.

Electroforesis SDS PAGE:

Instrumento: Sistema de electroforesis BIO-RAD.

Composicion de amortiguador de electroforesis: Tris 0,0247 M, glicina 0,192 M, SDS
al 0,1 %, pH 8,3+0,1.

Preparacion de la muestra: Cada muestra junto con el estandar de referencia interno

se diluyé con agua Milli Q y amortiguador de muestra 5X de tal manera que, en tanto que se

carga la muestra, cada pozo de gel se cargara con 10 ug de proteina.

Perfil de polipéptido del conjugado de sacituzumab-ligador-farmaco (sacituzumab

ADC):

El perfil de polipéptidos de sacituzumab ADC se ha demostrado en la figura 3.
Describe los resultados de los analisis de SDS-PAGE de diferentes muestras obtenidas
durante la reaccion de conjugacion de sacituzumab ADC, incluido el sacituzumab purificado
en el carril no 4, 5 y 6. Los analisis SDS-PAGE de las muestras se realizaron en condiciones

no reductoras. El estandar de referencia interno, es decir, Brentuximab Vedotin (ADC),

27



10

15

20

25

30

también se analizé bajo las mismas condiciones, como control positivo (Carril No. 3).
Después de los analisis de SDS-PAGE, se ha observado que sacituzumab esta intacto en
amortiguador de borato después del intercambio de amortiguador, ya que se observa una
sola banda en el carril no. 6. Después de la reduccién parcial con exceso molar de 2,7 de
TCEP, se observan multiples bandas de especies heterogéneas de sacituzumab en el carril
no. 7. La muestra conjugada en el carril no 8, 9 y 10 significa la conjugacién exitosa ya que
cada banda con carga util se desplaza hacia el lado superior, es decir, un peso molecular

mas alto en comparacion con la muestra tratada con TCEP (carril no 7).

Ejemplo 6: Estudio de citotoxicidad in vitro de conjugado de sacituzumab-

ligador-farmaco.

Ejemplo 6A: Ensayo de citotoxicidad in vitro del conjugado de Sacituzumab-MMAE

usando células BxPC3.

El conjugado de sacituzumab-MMAE se preparo y purific6 como se menciona en el
ejemplo 1. El sacituzumab-MMAE se estudié en un ensayo de citotoxicidad in vitro como se

menciona en la presente mas adelante.

Las células BxPC3 (ATCC CRL-1687, Carcinoma pancreatico) se sembraron en una
placa de fondo claro negra de 96 pozos (Costar 3603) y se incubaron en una incubadora de
CO; para adherencia. Se eligi6 la linea de células BxPC3 ya que se conoce que expresa el
antigeno trop-2. Las células adherentes se trataron con diferentes concentraciones de
conjugado de Sacituzumab-MMAE y Trodelvy®, y se incubaron en una incubadora de CO,
durante 2 horas. Después de la incubacion, el exceso o los conjugados de farmaco no
unidos se removieron, se adiciond medio fresco y la placa se incubé durante 4 dias en CO-
al 5 % a 37 °C. Al final de la incubacion, se adiciond tinte azul de alamar (invitrogen, DAL-
1100) a las células y se incubé durante 5 horas en una incubadora de CO,. Después de la
incubacion, las células viables se cuantificaron al medir las sefiales de fluorescencia a una
longitud de onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm
usando un lector de placa fluorescente SpectraMax M2E. La figura 4 muestra que la
actividad citotoxica de BxPC3 del conjugado de Sacituzumab-MMAE probado es

significativamente mejor que Trodelvy®.

Ejemplo 6B: Ensayo de citotoxicidad in vitro de Sacituzumab-MMAE usando células
NCI-N87.
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El conjugado de sacituzumab-MMAE se preparo y purific6 como se menciona en el
ejemplo 1. El sacituzumab-MMAE se estudié para el ensayo de citotoxicidad in vitro como se
menciona en la presente mas adelante. Las células NCI-N87 (ATCC CRL-5822, Carcinoma
gastrico) se sembraron en una placa de fondo claro negra de 96 pozos (Costar 3603) y se
incubaron en una incubadora de CO, para adherencia. Se eligi6 la linea de células NCI-N87,
ya que se conoce que expresa el antigeno trop-2. Las células adherentes se trataron con
diferentes concentraciones de sacituzumab-MMAE y Trodelvy®, y se incubaron en una
incubadora de CO; durante 2 horas. Después de la incubacion, se removio el exceso o los
conjugados no unidos, se adicioné medio fresco y se incubo durante 4 dias en COz al 5 % a
37 °C. Al final de la incubacion, se adicioné tinte azul alamar (invitrogen, DAL-1100) a las
células y se incubd durante 5 horas en incubadora de CO,. Después de la incubacién, las
células viables se cuantificaron al medir las sefiales de fluorescencia a una longitud de onda
de excitacién de 530 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm usando un lector de
placa fluorescente SpectraMax M2E. La figura 5 muestra que la actividad citotoxica de NCI-
N87 del conjugado de Sacituzumab-MMAE probado fue significativamente mejor que

Trodelvy®.

Ejemplo 6C: Ensayo de citotoxicidad in vitro de Sacituzumab-MMAE usando células
HCC1806.

El conjugado de sacituzumab-MMAE se preparé y purificd como se menciona en los
ejemplos de la presente anteriormente. El sacituzumab-MMAE se estudié para el ensayo de

citotoxicidad in vitro como se menciona en la presente mas adelante.

Las células HCC1806 (ATCC CRL-2335, Carcinoma de células escamosas
acantolitico de mama triple negativo) se sembraron en una placa de fondo claro negra de 96
pozos (Costar 3603) y se incubaron en una incubadora de CO, para adherencia. Se eligi6 la
linea de células HCC1806, ya que se conoce que expresa el antigeno trop-2. Las células
adherentes se trataron con diferentes concentraciones de sacituzumab-MMAE y Trodelvy®, y
se incubaron en una incubadora de CO, durante 2 horas. Después de la incubacion, se
removio el exceso o los conjugados no unidos, se adiciond medio fresco y se incubé durante
4 dias en CO2 al 5 % a 37 °C. Al final de la incubacion, se adicion6 tinte azul alamar
(invitrogen, DAL-1100) a las células y se incub6 durante 5 horas en incubadora de CO..
Después de la incubacion, las células viables se cuantificaron al medir las sefales de
fluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda de

emision de 590 nm usando un lector de placa fluorescente SpectraMax M2E. La figura 6
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muestra que la actividad citotéxica de HCC1806 del conjugado de Sacituzumab-MMAE

probado fue significativamente mejor que Trodelvy®.

Ejemplo 6D: Ensayo de citotoxicidad in vitro de Sacituzumab-MMAE usando células
MDA-MB-468.

El conjugado de sacituzumab-MMAE se preparé y purificd como se menciona en los
ejemplos de la presente anteriormente. El sacituzumab-MMAE se estudié para el ensayo de

citotoxicidad in vitro como se menciona en la presente mas adelante.

Las células MDA-MB-468 (ATCC HTB-132, Adenocarcinoma de mama triple
negativo) se sembraron en una placa de fondo claro negra de 96 pozos (Costar 3603) y se
incubaron en una incubadora de CO; para adherencia. Se eligi6 la linea de células MDA-
MB-468, ya que se conoce que expresa el antigeno trop-2. Las ceélulas adherentes se
trataron con diferentes concentraciones de sacituzumab-MMAE y Trodelvy®, y se incubaron
en una incubadora de CO; durante 2 horas. Después de la incubacion, se removié el exceso
o los conjugados no unidos, se adiciondé medio fresco y se incub6 durante 4 dias en CO; al 5
% a 37 °C. Al final de la incubacion, se adicioné tinte azul alamar (invitrogen, DAL-1100) a
las células y se incubod durante 5 horas en incubadora de CO,. Después de la incubacion,
las células viables se cuantificaron al medir las sefiales de fluorescencia a una longitud de
onda de excitacion de 530 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm usando un
lector de placa fluorescente SpectraMax M2E. La figura 7 muestra que la actividad citotdxica
de MDA-MB-468 del conjugado de Sacituzumab-MMAE probado fue significativamente

mejor que Trodelvy®.

Ejemplo 7: Eficacia in vivo del conjugado de Sacituzumab-MMAE en el modelo

de enfermedad de xenoinjerto de carcinoma gastrico en ratones SCID

En el presente estudio, se evalud el potencial terapéutico del nuevo conjugado de
Sacituzumab-MMAE en comparacién con la molécula de ADC anti-trop 2 comercialmente
disponible, Sacituzumab govitecan-hziy (TRODELVY®). Especificamente para inducir el
xenoinjerto de carcinoma gastrico, se inyectaron ratones SCID inmunodeficientes de manera
subcutanea con células NCI-N87 (10 millones de células/animal/volumen de 200 pyL en una
relacion 1:1 de suspension celular y matrigel) en la region del flanco derecho de los
animales el dia 0. Se observé a los animales para el desarrollo de tumores palpables y la
administracién de farmacos se realiz6 el dia 10 cuando el volumen tumoral medio de los

animales alcanzé aproximadamente 150-200 mm?. El conjugado de Sacituzumab-MMAE y
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Trodelvy® se compararon cabeza a cabeza a un nivel de dosis de 15 mg/kg (via I.V.,
administracion individual) y se probd un grupo adicional de conjugado de Sacituzumab-
MMAE a una dosis mucho mas baja de 5 mg/kg (via |.V., administracién individual). La figura
8 demuestra la eficacia del conjugado de Sacituzumab-MMAE en comparacion con
Trodelvy® en la linea de células de carcinoma gastrico NCI-N87. Trodelvy® a una dosis de 15
mg/kg fue capaz de retrasar la progresion del tumor en comparacion con el grupo de control
de placebo, pero no fue capaz de hacer retroceder el tumor sustancialmente. Por otra parte,
el conjugado de Sacituzumab-MMAE en ambas dosis probadas fue capaz de hacer
retroceder la carga tumoral, lo que indica sustancialmente que incluso a una dosis un tercio
mas baja, el conjugado de Sacituzumab-MMAE tenia un mayor potencial para hacer
retroceder los tumores de carcinoma gastrico que portan la sobreexpresion de TROP2 en

comparacion con el farmaco comercialmente disponible, Trodelvy®.

Ejemplo 8: Eficacia in vivo del conjugado de Sacituzumab-MMAE en el modelo
de enfermedad de xenoinjerto de cancer de mama triple negativo mutado con BRCA

en ratones SCID

En este estudio, el potencial terapéutico del nuevo conjugado de Sacituzumab-
MMAE se evalué en comparacion con el farmaco ADC antitrop2 comercialmente disponible ,
TRODELVY ® en un modelo de enfermedad de cancer de mama triple negativo (TNBC)
mutado con BRCA. Especificamente para inducir el xenoinjerto de TNBC, se inyectaron
ratones SCID inmunodeficientes de manera subcutanea con células HCC1806 (10 millones
de células/animal/volumen de 200 uL en una relacion 1:1 de suspension celular y matrigel)
en la region del flanco derecho de los animales el dia 0. Se observé a los animales para el
desarrollo de tumores palpables y la administracién de farmacos se realiz6 el dia 10 cuando
el volumen tumoral medio de los animales alcanzé aproximadamente 200-250 mm?3. El
conjugado de Sacituzumab-MMAE y Trodelvy® se compararon cabeza a cabeza a dos
niveles de dosis diferentes de 2 mg/kg y 3 mg/kg (via I.V., administracion individual). La
figura 9 demuestra la eficacia del conjugado de Sacituzumab-MMAE en comparacion con
Trodelvy® en el modelo de cancer de mama triple negativo mutado con BRCA (HCC1806).
Trodelvy®, en ambas dosis probadas, solo fue capaz de retrasar ligeramente la progresion
del tumor y no fue capaz de hacer retroceder el tumor. Por otro lado, el conjugado de
Sacituzumab-MMAE a los niveles de dosis de 2 mg/kg y 3 mg/kg fue capaz de hacer
retroceder el crecimiento tumoral hasta los dias 17 y 24 respectivamente, lo que indica
claramente que el conjugado de Sacituzumab-MMAE tiene un mayor potencial que

Trodelvy® para hacer retroceder y retrasar la progresion tumoral como monoterapia EN
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TROP2 sobreexpresando tumores TNBC mutados con BRCA.
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Incorporacion por referencia

La divulgacion completa de cada uno de los documentos de patentes y articulos

cientificos mencionados en la presente se incorpora por referencia a todos los efectos.
Equivalentes

La invencion puede realizarse de otras formas especificas sin apartarse de su espiritu ni de
sus caracteristicas esenciales. Por lo tanto, las modalidades anteriores deben considerarse
en todos los aspectos ilustrativas y no limitantes de la invencion descrita en la presente. El
alcance de la invencién queda asi indicado por las reivindicaciones adjuntas mas que por la
descripcion anterior, y todos los cambios que entren dentro del significado y intervalo de

equivalencia de las reivindicaciones estan contemplados en las mismas.
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REIVINDICACIONES:

1. Un conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco (ADC) caracterizado porque el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de region
determinante de complementariedad (CDR) de region variable de cadena ligera CDR1
(KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de CDR de
region variable de cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2(WINTYTGEPTYTDDFKG) vy
CDR3 (GGFGSSYWYFDV); el ligador es la unidad de ligador enzimaticamente escindible
mc-vc-PABC y el farmaco es un analogo de auristatina adecuado MMAE; en donde el

anticuerpo monoclonal (mAb) se une a entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco.

2. El conjugado de anticuerpo-ligador-farmaco (ADC) de conformidad con la

reivindicacion 1, caracterizado porque el ADC se representa por la siguiente estructura:

OH
mﬁ{ 0 N
S o H ©
N\/\/\)LN N\:)LN Me /-\ Me OMe O OMe O
0 H o = H
\LNH

HQNAO
en donde el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende las secuencias de
region determinante de complementariedad (CDR) de regién variable de cadena ligera
CDR1 (KASQDVSIAVA), CDR2 (SASYRYT) y CDR3 (QQHYITPLT) y las secuencias de
CDR de regidbn variable de <cadena pesada CDR1 (NYGMN), CDR2
(WINTYTGEPTYTDDFKG) y CDR3 (GGFGSSYWYFDV) y en donde el anticuerpo

monoclonal (mAb) se une a entre 4,2 y 4,4 porciones de farmaco.

3. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con la
reivindicacion 2, caracterizado porque el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende

dominios constantes y un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano.

4. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con la
reivindicacion 3, caracterizado porque el mAb es un anticuerpo monoclonal que comprende
dominios constantes y un dominio bisagra de un anticuerpo IgG1 humano y en donde uno o

mas aminoacidos en la porcién Fc estan mutados.

5. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con la
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reivindicacion 3 o 4, caracterizado porque el mAb es el anticuerpo monoclonal, sacituzumab

o variantes del mismo.

6. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con las
reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el mAb se une a 4,2 porciones de farmaco,

aproximadamente 4,3 porciones de farmaco o 4,4 porciones de farmaco.

7. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el mAb se une a 4,20, 4,21, 4,22, 4,23, 4,24,
4,25, 4,26, 4,27, 4,28, 4,29, 4,30, 4,31, 4,32, 4,33, 4,34, 4,35, 4,36, 4,37, 4,38, 4,39 0 4,40

porciones de farmaco.

8. Una composicién farmacéutica caracterizada porque comprende el conjugado
de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones

anteriores y un portador aceptable.

9. Un proceso para preparar el conjugado de anticuerpo-farmaco de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores caracterizado porque el
proceso comprende a) purificacion del anticuerpo, sacituzumab b) reduccion parcial de

sacituzumab c¢) conjugacién de sacituzumab reducido con el ligador de farmaco ve-MMAE.

10. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque dicho conjugado esta en una forma
adecuada para administracion parenteral tal como intravenosa (i.v), intramuscular (i.m),

subcutanea (s.c), intraperitoneal (i.p) o cualquier otra via de administracion adecuada.

11. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el ADC se usa para tratar el cancer.

12. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el ADC se usa para tratar una infeccion

por un organismo patégeno.

13. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el ADC se usa para tratar una

enfermedad autoinmune.

14, El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el ADC se administra como
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monoterapia 0 en combinacién con uno o mas agentes terapéuticos seleccionados del grupo
que consiste en anticuerpos no conjugados, anticuerpos radiomarcados, anticuerpos
conjugados con farmacos, anticuerpos conjugados con toxinas, terapia génica,
quimioterapia, péptidos terapéuticos, oligonucleétidos, radioterapia localizada, cirugia vy

terapia de ARN de interferencia.

15. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque la dosis del ADC es de

aproximadamente 0,1 mg/kg a 10 mg/kg.

16. El conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC) de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones anteriores caracterizado porque es sacituzumab vedotina.
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RESUMEN

La invencion proporciona conjugados de anticuerpo-ligador-farmaco en donde el anticuerpo
es sacituzumab y el farmaco son analogos de auristatina o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. La invencion también proporciona un proceso para preparar

conjugados de anticuerpo-ligador de la presente invencion.
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