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“METODOS PARA USAR MODULADORES DE SPLICING”

[0001] A presente revelagao reivindica o beneficio de prioridade
de Pedido de Patente Provisorio n° U.S. 62/679.696, depositado em 1 de junho
de 2018; e Pedido de Patente Provisério n® U.S. 62/679.699, depositado em 1
de junho de 2018. Todos os pedidos anteriormente mencionados estao
incorporados no presente documento a titulo de referéncia em sua totalidade.

[0002] A presente revelacao se refere aos métodos de tratamento
ou diagnéstico de canceres que sdo amenizaveis em tratamento através da
interrupcao de splicing de RNA administrando-se o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel do mesmo. A presente revelagdo se refere,
adicionalmente, aos métodos de tratamento ou diagndstico em que um
neoantigeno é induzido mediante administracdo de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

[0003] A maior parte dos genes de codificagdo de proteinas no
genoma humano é composta por varios éxons (regides codificantes) que séo
separados por introns (regides nao codificantes). A expressdo do gene resulta
em um unico RNA mensageiro precursor (pré-mRNA). As sequéncias de
introns sdo subsequentemente removidas do pré-mRNA por um processo
chamado splicing, que resulta no RNA mensageiro maduro (mRNA). Com a
inclusao de diferentes combinagdes de éxons, o splicing alternativo da origem a
mRNAs que codificam isoformas de proteinas distintas.

[0004] O splicing do RNA ¢é catalisado pelo spliceossoma, um
complexo multiproteina-RNA dindmico composto por cinco pequenos RNAs
nucleares (snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6) e proteinas associadas. O
spliceossoma se agrupa em pré-mRNAs para estabelecer uma cascata
dindmica de multiplas interagbes de RNA e proteinas que catalisam a excisédo
dos introns e a ligagdo dos éxons (Matera e Wang (2014) Nat Rev Mol Cell
Biol. 15(2):108 a 121). O acumulo de evidéncias associou as doengas humanas
a desregulacdo no splicing de RNA que afetam muitos genes (Scotti e
Swanson (2016) Nat Rev Genet. 17(1):19 a 32).
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[0005] O spliceossoma é um alvo importante na biologia do
cancer. Varios estudos ja documentaram alteragées significativas no perfil de
splicing das células cancerosas, bem como nos proprios fatores de splicing
(Agrawal et al. (2018) Curr Opin Genet Dev. 48:67 a 74). O splicing alternativo
pode levar a inclusdo/exclusao de éxon diferencial, retengédo de intron ou uso
de sitios de splicing criptico (Seiler et al. (2018) Cell Rep. 23(1):282 a 296). Em
conjunto, esses eventos sdo responsaveis por alteragbes funcionais que
podem contribuir para a tumorigénese ou resisténcia a terapia (Siegfried e
Karni (2018) Curr Opin Genet Dev. 48:16 a 21).

[0006] Certos produtos naturais e derivados do mesmo podem
ligar o complexo de spliceossoma SF3b. (Produtos naturais e derivados
exemplificativos dos mesmos, tais como certos compostos de pladienolida B e
compostos relacionados, séo revelados nos documentos n°® WO 2002/060890;
WO 2004/011459; WO 2004/011661; WO 2004/050890; WO 2005/052152; WO
2006/009276; e WO 2008/126918.) Essas pequenas moléculas modulam o
splicing, promovendo-se a retengado de intron e/ou salto de éxon (Teng et al.
(2017) Nat Commun. 8:15.522). Uma porcao significativa dos transcritos
resultantes contém cédons de parada prematuros que ativam a degradacéao de
mMmRNA mediada por mutagdo sem sentido (NMD). Além disso, visto que o
splicing canonical €& prejudicado, os transcritos canonicais s&o
consideravelmente reduzidos, o que pode afetar negativamente a funcédo e a
viabilidade celular. Por esta razdo, os moduladores de splicing tornaram-se
uma classe promissora de farmacos para o tratamento de cancer (Puthenveetil
et al. (2016) Bioconjugate Chem. 27:1.880 a 1.888).

[0007] Mostrou-se anteriormente que compostos de pladienolida
piridina que tém a Férmula |, denominados no presente documento “Composto

1" e sais farmaceuticamente aceitaveis do mesmo:
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U
também conhecido como, 4-metilpiperazina-1-carboxilato de
(2S,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-di-hidroxi-3,7-dimetil-12-ox0-2-((R,2E,4E)-6-(piridin-
2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ila, demonstram atividade de

modulador de splicing e letalidade celular em linhagens celulares mutantes
SF3b1. Consultar, por exemplo, o Documento de Patente n° U.S. 9.481.669 B2
e o Pedido Internacional n° PCT/US2016/062525, em que todos estado
incorporados a titulo de referéncia.

[0008] O bloqueio do ponto de verificagdo imunolégico (ICB)
demonstrou recentemente ser uma mudang¢a de paradigma para o tratamento
de varios tipos diferentes de cancer. Entretanto, nem todos os pacientes
demonstram respostas robustas/duraveis ao ICB. Consultar, por exemplo,
Zappasodi, R. et al. Emerging Concepts for Immune Checkpoint Blockade-
Based Combination Therapies. Cancer Cell 33, 581 a 598,
doi:10.1016/j.ccell.2018.03.005 (2018); e Wolchok, J. D. et al. Overall Survival
with Combined Nivolumab and Ipilimumab in Advanced Melanoma. N Engl J
Med 377, 1,345 a 1,356, doi:10.1056/NEJM0a1709684 (2017). Portanto, ha
uma necessidade de constatar agentes terapéuticos complementares para
administracdo em combinacdo com ICB ou qualquer outra terapia para
aprimorar e/ou maximizar a resposta do paciente.

[0009] Em varias modalidades, a presente revelagao fornece, em

parte, compostos de pladienolida piridina com atividade bioldgica contra células
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neoplasicas. Os compostos podem retardar, inibir e/ou reverter o crescimento
de tumor em mamiferos e podem ser Uteis para o tratamento de pacientes
humanos com céancer.

[0010] A presente revelacdo se refere, mais especificamente, em
varias modalidades, ao Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, que tem capacidade para ligar e matar células neoplasticas.

[0011] Em varias modalidades, a presente revelacao se refere,
adicionalmente, aos conjugados (por exemplo, conjugados de anticorpo-
farmaco (ADCs), conjugados de peptideo-farmaco (PDCs), etc.) que tém
capacidade para ligar e entregar um agente citotdxico, por exemplo, um
composto revelado no presente documento, por exemplo, para matar células
neoplasticas alvejadas. Em varias modalidades, os conjugados revelados no
presente documento compreendem um ligante que liga o Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, a um agente de ligagao de célula
(por exemplo, um anticorpo, fragmento de ligagdo a antigeno, peptideo,
receptor, fragmento de receptor, etc.).

[0012] Em algumas modalidades, os conjugados revelados no
presente documento podem ser representados pela Formula Il:

X-(L-D)p (11

em que

X €& um agente de ligacdo de célula que alveja uma célula
neoplastica ou outro alvo relacionado a oncologia (por exemplo, um antigeno
expresso de maneira predominante, exclusiva ou preferencial em uma célula
cancerosa);

D é um Composto de Férmula | (por exemplo, Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo);

L € um ligante que liga covalentemente X a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0013] Em algumas modalidades, o agente de ligagédo de célula

para uso em um conjugado (por exemplo, um conjugado de anticorpo-farmaco)

Petigdo 870210009831, de 28/01/2021, pag. 7/98



5/93

compreende ou consiste em um anticorpo ou um fragmento de ligagdo a
antigeno do mesmo. Em algumas modalidades, o conjugado € um conjugado
de anticorpo-farmaco (ADC). Em algumas modalidades, o conjugado & um
conjugado de anticorpo-farmaco (ADC) de Férmula li(a):

Ab-(L-D),  (ll(a))

em que

Ab é um anticorpo ou um fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo que alveja uma célula neoplastica;

D é um Composto de Formula | (por exemplo, Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo);

L € um ligante que liga covalentemente Ab a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0014] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula
para uso em um conjugado (por exemplo, um conjugado de peptideo-farmaco)
compreende ou consiste em um peptideo (por exemplo, um peptideo linear ou
ciclico). Em algumas modalidades, o conjugado € um conjugado de peptideo-
farmaco (PDC). Em algumas modalidades, o conjugado é um conjugado de
peptideo-farmaco (PDC) de Férmula ll(b):

P-(L-D)p (11(b))

em que

P é um peptideo que alveja uma célula neoplastica;

D é um Composto de Formula | (por exemplo, Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo);

L € um ligante que liga covalentemente P a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0015] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula
para uso em um conjugado compreende ou consiste em um receptor ou um
fragmento de receptor.

[0016] Outros agentes de ligacao de célula exemplificativos para

uso nos conjugados revelados (por exemplo, conjugados de Formula |II)
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também sao fornecidos e descritos no presente documento. Por exemplo, em
algumas modalidades, o agente de ligacdo de célula pode compreender um
DARPin, um duocorpo, um peptideo biciclico, um nanocorpo, uma centirina,
MSH (horménio estimulante de melandcito), uma molécula de fusdo de
receptor-Fc, uma estrutura de receptor de célula T, um horménio esteroide, um
fator de crescimento ou um fator estimulante de colénia. Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo de célula pode compreender um arcabougo
sem anticorpos (por exemplo, um arcabougo dimensionado por dominio ou um
peptideo restrito).

[0017] Em algumas modalidades, o ligante usado em um
conjugado revelado no presente documento é estavel fora de uma célula, de
modo que o conjugado permanecga intacto quando presente em condigdes
extracelulares, porém, tenha capacidade para ser clivado, por exemplo, com o
uso de uma porgao quimica clivavel no ligante que conecta o agente de ligagao
de célula e o agente citotéxico, mediante internalizagdo em uma célula, por
exemplo, uma célula neoplastica. Em algumas modalidades, o Composto 1, ou
um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, é clivado a partir do agente de
ligacao de célula (por exemplo, um anticorpo, fragmento de ligagao a antigeno,
peptideo, receptor, ou fragmento de receptor) quando o conjugado entra em
uma célula que expressa um antigeno alvejado pelo agente de ligacdo de
célula do conjugado. Em algumas modalidades, o ligante € um ligante clivavel.
Em outras modalidades, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo, é liberado do conjugado através da degradagdo do agente de
ligagdo de célula e/ou ligante. Em algumas modalidades, o ligante € um ligante
nao clivavel.

[0018] Em algumas modalidades, p é um numero inteiro de 1 a
15. Em algumas modalidades, p € um numero inteiro de 1 a 10. Em algumas
modalidades, p € um numero inteiro de 1 a 8. Em algumas modalidades, p é
um numero inteiro de 1 a 4. Em algumas modalidades, p € um numero inteiro
de1a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5, 1a4,1a3o0u1a?2 Emalgumas
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modalidades, p € um nimero inteirode 2a 10,2a9,2a8,2a7,2a6,2ab5,2
a4 ou 2 a 3. Em algumas modalidades, p € um numero inteiro de 2 a 3. Em
algumas modalidades, pé 1, 2, 3,4, 5,6, 7 ou 8.

[0019] Em algumas modalidades, ¢é fornecido no presente
documento um método para induzir pelo menos um neoantigeno, que
compreende colocar uma célula neoplastica em contato com uma quantidade
eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em
algumas modalidades, tal contato pode induzir a produ¢do de pelo menos um
neoantigeno.

[0020] Em algumas modalidades, é fornecido no presente
documento um método para induzir pelo menos um neoantigeno e/ou uma
resposta de célula T em um individuo que tem ou é suspeito de ter um disturbio
neoplastico, que compreende administrar ao individuo uma quantidade eficaz
de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

[0021] Em algumas modalidades, é fornecido no presente
documento um método de tratamento de um individuo que tem ou é suspeito
de ter um disturbio neoplastico. Em certas modalidades, o método compreende
administrar ao individuo uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em algumas modalidades, a
administracdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, induz pelo menos um neoantigeno e/ou uma resposta de célula T.

[0022] Em algumas modalidades, os métodos fornecidos no
presente documento podem compreender adicionalmente administrar pelo
menos uma terapia adicional. Em algumas modalidades, os métodos
fornecidos no presente documento podem resultar em toxicidade sistémica
mais baixa e/ou tolerancia aprimorada.

[0023] Em outras modalidades, € fornecido no presente
documento um método de tratamento de um individuo que tem ou suspeita ter
um disturbio neoplastico. Em algumas modalidades, o método compreende

administrar ao individuo uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal
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farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sendo que a administragdo pode
resultar na indugdo de pelo menos um neoantigeno e/ou uma resposta de
célula T. Em algumas modalidades, o método também pode compreender
detectar um ou mais neoantigenos e/ou uma resposta de célula T no individuo
apos a administragao de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo. Em algumas modalidades, o método também pode compreender
continuar a administragdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, se um ou mais neoantigenos e/ou uma resposta de célula
T forem detectados.

[0024] Em algumas modalidades, ¢é fornecido no presente
documento um método de tratamento de um individuo que tem ou é suspeito
de ter um disturbio neoplastico, que compreende administrar ao individuo uma
quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo.

[0025] Em algumas modalidades dos métodos fornecidos no
presente documento, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, € administrado por si s6 ou como uma porg¢ao quimica de farmaco de
um conjugado (por exemplo, qualquer um dos conjugados exemplificativos
revelados no presente documento). Em algumas modalidades, o Composto 1,
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, € administrado como uma
composicao que compreende multiplas copias do composto ou multiplas cépias
de um conjugado que compreende o composto. Essas composicbes sao
reveladas no presente documento.

[0026] Em algumas modalidades, ¢é fornecido no presente
documento uma vacina de neoantigeno que compreende pelo menos um
peptideo de neoantigeno. Em algumas modalidades, o pelo menos um
peptideo de neoantigeno compreende uma sequéncia de neoantigenos
modificada ou inovadora induzida colocando-se uma célula neoplastica em
contato com uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0027] As Figuras 1A a 1C mostram o efeito antitumoral da

administracdo de Composto 1 como uma Unica monoterapia, um anticorpo anti-
CTLA4 como uma monoterapia e Composto 1 e um anticorpo anti-CTLA4 como
uma terapia de combinagao.

DESCRICAO DETALHADA DE MODALIDADES ILUSTRATIVAS

[0028] As composicdoes e métodos revelados podem ser

entendidos mais prontamente a titulo de referéncia a seguinte descrigdo
detalhada considerada em conjunto com as figuras anexas, que fazem parte
desta revelacao.

[0029] Ao longo deste texto, as descricdbes se referem a
composicdes e métodos de uso das composicdes. Quando a revelacao
descreve ou reivindica uma caracteristica ou modalidade associada a uma
composigao, tal caracteristica ou modalidade €& igualmente aplicavel aos
métodos de uso da composigdo. De modo semelhante, quando a revelagao
descreve ou reivindica uma caracteristica ou modalidade associada a um
método de uso de uma composi¢cdo, tal caracteristica ou modalidade é
igualmente aplicavel a composicéao.

[0030] AQuando uma faixa de valores €& expressa, ela inclui
modalidades que usam qualquer valor especifico dentro da faixa. Além disso, a
referéncia aos valores indicados nas faixas inclui cada um dos valores dentro
dessa faixa. Todas as faixas incluem seus parametros e podem ser
combinaveis. Quando os valores forem expressos como aproximagoes, pelo
uso do antecedente “cerca de”, sera entendido que o valor especifico forma
uma outra modalidade. A referéncia a um determinado valor numérico inclui
pelo menos esse valor especifico, a menos que o contexto indique claramente
o contrario. O uso de "ou" significara "e/ou" a menos que o contexto especifico
de seu uso indique o contrario. Todas as referéncias citadas no presente
documento estéo incorporadas a titulo de referéncia para qualquer propdsito.

Quando uma referéncia e o relatério descritivo estiverem em conflito, o relatério
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descritivo prevalecera.

[0031] Deve-se considerar que determinadas caracteristicas das
composicdes e métodos revelados que sdo, para maior clareza, descritas no
presente documento no contexto de modalidades separadas, também podem
ser fornecidas em combinagdo em uma uUnica modalidade. Por outro lado,
varias caracteristicas das composi¢cdes e métodos revelados que sao, por uma
questdo de brevidade, descritos no contexto de uma unica modalidade,
também podem ser fornecidas separadamente ou em qualquer
subcombinagéo.

Definicoes

[0032] Varios termos relacionados a aspectos da descricdo séo
usados ao longo do relatorio descritivo e das reivindicagdes. Tais termos
devem ter seu significado comum na técnica, exceto onde indicado em
contrario. Outros termos especificamente definidos devem ser interpretados de
uma maneira consistente com as defini¢des fornecidas no presente documento.

[0033] Conforme usado no presente documento, as formas no
singular “um”, “uma”, “0” e “a” incluem formas no plural exceto onde o contexto
indicar claramente em contrario.

[0034] Os termos "cerca de" ou "aproximadamente" no contexto
de valores e faixas numéricas se referem a valores ou faixas que se aproximam
ou estao proximos dos valores ou faixas recitados, de modo que a modalidade
possa ter o desempenho pretendido, como ter uma quantidade desejada de
acidos nucleicos ou polipeptideos em uma mistura de reagédo, como é evidente
para o versado na técnica a partir dos ensinamentos contidos no presente
documento. Em algumas modalidades, cerca de significa mais ou menos 10%
de uma quantidade numérica.

[0035] O termo "conjugado”, conforme usado no presente
documento, se refere a um ou mais compostos terapéuticos (por exemplo,
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo) ligados a um

ou mais agentes de ligagao de célula, e é definido pela Férmula genérica: X-(L-
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D), (Férmula Il), em que X = um agente de ligagcdo de célula, L = uma porgao
quimica de ligante, D = uma porgdo quimica de farmaco (por exemplo,
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo), e p = o
numero de porgdes quimicas de farmaco por agente de ligagdo de célula. Em
conjugados que compreendem uma porg¢ao quimica de farmaco de Composto
1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, "p" se refere ao nimero
de porgdes quimicas de farmaco ligadas ao agente de ligagao de célula. Um
conjugado exemplificativo € um conjugado de Formula Il:
X~(L-D), (1)

em que

X é um agente de ligacdo de célula que alveja uma célula
neoplastica;

D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L € um ligante que liga covalentemente X a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0036] Em algumas modalidades, o ligante L é um ligante clivavel.
Em algumas modalidades, o ligante L pode incluir uma porgéo quimica clivavel
entre o agente de ligacdo de célula e o composto terapéutico. Em algumas
modalidades, o ligante L pode incluir uma porgéo quimica clivavel que pode ser
ligada a um ou ambos dentre o agente de ligagdo de célula e o composto
terapéutico por unidade (ou unidades) espagadora. Em algumas modalidades,
quando uma unidade espagadora liga a porgdo quimica clivavel ao composto
terapéutico, a mesma é uma unidade espagadora autoimolativa. Em algumas
modalidades, o ligante L n&o inclui uma porgao quimica clivavel e € um ligante
nao clivavel. Em algumas modalidades, o ligante L pode incluir pelo menos
uma unidade espagadora que pode se ligar diretamente ao agente de ligagao
de célula e ao composto terapéutico.

[0037] Em algumas modalidades, o agente de ligagcédo de célula X

compreende um anticorpo ou um fragmento de ligagao a antigeno do mesmo.
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Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula X compreende um
peptideo. Em algumas modalidades, o agente de ligacdo de célula X
compreende um receptor ou um fragmento de receptor que interage com um
antigeno, por exemplo, um antigeno expresso de maneira exclusiva,
predominante ou preferencial em uma célula cancerosa.

[0038] Tal como usado no presente documento, o termo "agente
de ligacao celular" se refere a qualquer agente que tenha capacidade de se
ligar a uma célula animal (por exemplo, humana) e entregar uma porgao
quimica de farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo). O termo abrange anticorpos e fragmentos de ligagao a
antigeno (por exemplo, anticorpos monoclonais e fragmentos dos mesmos
como Fabs e scFVs). O termo engloba, adicionalmente, peptideos e outros
agentes de ligacdo de célula exemplificativos. Por exemplo, em algumas
modalidades, um agente de ligagao de célula pode ser um anticorpo, um
fragmento de ligagdo a antigeno, um peptideo, ou qualquer um dentre uma
variedade de arcabougos sem anticorpos (por exemplo, DARPiIns, duocorpos,
peptideos biciclicos, nanocorpos, centirinas, MSH (hormdnio estimulante de
melandcito), moléculas de fusdo de receptor-Fc, estruturas de receptor de
célula T, hormbnios esteroides, tais como andrégenos e estrogenos, fatores de
crescimento e fatores estimulantes de coldnia, tais como EGF). Em algumas
modalidades, o agente de ligacdo de célula compreende um DARPin, um
duocorpo, um peptideo biciclico, um nanocorpo, uma centirina, MSH (horménio
estimulante de melandécito), uma molécula de fusdo de receptor-Fc, uma
estrutura de receptor de célula T, um horménio esteroide, um fator de
crescimento ou um fator estimulante de colénia. Em algumas modalidades, o
agente de ligagado de célula compreende um arcabougo sem anticorpos. Em
algumas modalidades, os arcabougos sem anticorpos podem estar incluidos
amplamente em duas classes estruturais, ou seja, compostos dimensionados
por dominio (aproximadamente 6 a 20 kDa) e peptideos restritos

(aproximadamente 2 a 4 kDa). Arcabougos dimensionados por dominio
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exemplificativos incluem, porém sem limitagéo, aficorpos, afilinas, anticalinas,
atrimeros, DARPIns, arcabougos FN3 (por exemplo, adnectinas e centirinas),
finbmeros, dominios Kunitz, pronectinas, O-corpos e proteinas de fusdo de
receptor-Fc, enquanto peptideos restritos exemplificativos incluem avimeros,
peptideos biciclicos e nés Cys. Em algumas modalidades, o agente de ligagao
de célula compreende um arcabougo dimensionado por dominio. Em algumas
modalidades, o agente de ligagdo de célula e/ou arcabougo dimensionado por
dominio é um aficorpo, uma afilina, uma anticalina, um atrimero, um DARPIn,
um arcabougo de FN3, um finbmero, um dominio de Kunitz, uma pronectina,
um O-corpo, ou uma proteina de fusdo de receptor-Fc. Em algumas
modalidades, o agente de ligagdo de célula compreende um peptideo restrito.
Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula e/ou peptideo restrito
€ um avimero, um peptideo biciclico ou um ndé Cys. Os arcabougos sem
anticorpos sao revisados, por exemplo, em Vazquez-Lombardi et al. (2015)
Drug Dis Today 20(10):1,271 a 1283.

[0039] Os termos "conjugado de anticorpo-farmaco” e "ADC" sao
usados intercambiavelmente, e se referem a um ou mais compostos
terapéuticos (por exemplo, Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo) ligados a um ou mais anticorpos ou fragmentos de ligagdo a
antigeno, e séo definidos pela Férmula genérica: Ab-(L-D), (Férmula ll(a)), em
que Ab = um anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno, L = uma porgao
quimica de ligante, D = uma porgdo quimica de farmaco (por exemplo,
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo), e p = o
numero de porgdes quimicas de farmaco por anticorpo ou fragmento de ligagéo
a antigeno. Em ADCs que compreendem uma por¢édo quimica de farmaco de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, "p" se refere
ao numero de porgdes quimicas de farmaco ligadas ao anticorpo ou fragmento
de ligagao a antigeno. Um ADC exemplificativo € um ADC de Férmula ll(a):

Ab-(L-D),  (ll(a))

em que
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Ab é um anticorpo ou um fragmento de ligagdo a antigeno do
mesmo que alveja uma célula neoplastica;

D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L é um ligante que liga covalentemente Ab a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0040] Em algumas modalidades, o ligante L é um ligante clivavel.
Em algumas modalidades, o ligante L pode incluir uma porgéo quimica clivavel
entre o anticorpo ou fragmento de ligagao a antigeno e o composto terapéutico.
Em algumas modalidades, o ligante L pode incluir uma porg¢édo quimica clivavel
que pode ser ligada a um ou ambos o anticorpo ou fragmento de ligagdo a
antigeno e composto terapéutico por unidade espacadora (ou unidades
espacadoras). Em algumas modalidades, quando uma unidade espagadora liga
a porgao quimica clivavel ao composto terapéutico, a mesma € uma unidade
espacadora autoimolativa. Em algumas modalidades, o ligante L ndo inclui uma
por¢ao quimica clivavel e € um ligante ndo clivavel. Em algumas modalidades,
o ligante L pode incluir pelo menos uma unidade espagadora que pode se ligar
diretamente ao anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno e ao composto
terapéutico.

[0041] Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de
ligacdo a antigeno Ab € um anticorpo de quatro cadeias (também chamado de
uma imunoglobulina ou um anticorpo de comprimento total ou intacto), que
compreende duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. Em algumas
modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno Ab € um meio
corpo de duas cadeias (uma cadeia leve e uma cadeia pesada) ou um
fragmento de ligacdo a antigeno de uma imunoglobulina. Em algumas
modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno Ab é um
fragmento de ligagdo a antigeno de uma imunoglobulina que retém a
capacidade de se ligar a um antigeno de cancer-alvo e/ou fornecer uma fungao

de uma imunoglobulina. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento
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de ligagdo a antigeno Ab tem capacidade para ligar um antigeno de céancer-
alvo com alta especificidade e alta afinidade. Em algumas modalidades, o
anticorpo ou fragmento de ligagcado a antigeno Ab é um anticorpo internalizante
ou fragmento de ligagdo a antigeno internalizante do mesmo.

[0042] Em algumas modalidades, o anticorpo internalizante ou
fragmento de ligagcéo a antigeno internalizante do mesmo se liga a um antigeno
de cancer-alvo expresso na superficie de uma célula e entra na célula apds a
ligagdo. Em algumas modalidades, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, é liberado do anticorpo ou fragmento
de ligagdo a antigeno do ADC apés o ADC entrar e estar presente em uma
célula que expressa o antigeno de cancer-alvo (isto €, apdés o ADC ter sido
internalizado), por exemplo, por clivagem, por degradagdo do anticorpo ou
fragmento de ligagdo a antigeno, ou por qualquer mecanismo de liberagao
adequado (por exemplo, agdo enzimatica, hidrdlise, oxidagao).

[0043] O termo "anticorpo” é usado em seu sentido mais amplo
para se referir a uma molécula de imunoglobulina que reconhece e se liga
especificamente a um alvo, como uma proteina, polipeptideo, carboidrato,
polinucleotideo, lipideo, ou combina¢des dos itens anteriormente mencionados
através de pelo menos um sitio de reconhecimento de antigeno dentro da
regido variavel da molécula de imunoglobulina. A cadeia pesada de um
anticorpo € composta por um dominio variavel de cadeia pesada (Vy) € uma
regido constante de cadeia pesada (Cy). A cadeia leve é composta por um
dominio variavel de cadeia leve (V.) e um dominio constante de cadeia leve
(CL). Com os propodsitos deste pedido, os dominios variaveis de cadeia pesada
e de cadeia leve maduros compreendem, cada um, trés regides determinantes
de complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3) dentro de quatro regides de
estrutura (FR1, FR2, FR3 e FR4) dispostas a partir da terminagdo N até a
terminagdo C: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FR4. Um "anticorpo"
pode ser de ocorréncia natural ou artificial, como anticorpos monoclonais

produzidos por tecnologia de hibridoma convencional. O termo "anticorpo"
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inclui anticorpos monoclonais de comprimento total e anticorpos policlonais de
comprimento total, bem como fragmentos de anticorpo como Fab, Fab', F(ab'),,
Fv e anticorpos de cadeia unica. Um anticorpo pode ser uma das cinco
principais classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, ou subclasses
das mesmas (por exemplo, is6tipos IgG1, IgG2, IgG3, IgG4). O termo abrange
adicionalmente anticorpos humanos, anticorpos quiméricos, anticorpos
humanizados e qualquer molécula de imunoglobulina modificada contendo um
sitio de reconhecimento de antigeno, desde que demonstre a atividade
biologica desejada (por exemplo, se ligue ao antigeno-alvo, se internalize
dentro de uma célula de expressao de antigeno-alvo).

[0044] O termo "fragmento de ligagao a antigeno" ou "porgao de
ligagdo a antigeno" de um anticorpo, conforme usado no presente documento,
se refere a um ou mais fragmentos de um anticorpo ou proteina que retém a
habilidade para se ligar especificamente a um antigeno. Os fragmentos de
ligacdo a antigeno também podem reter a capacidade de internalizar em uma
célula que expressa o antigeno. Em algumas modalidades, os fragmentos de
ligacdo a antigeno também retém a atividade imunoefetora. Foi demonstrado
que fragmentos de um anticorpo de comprimento total podem realizar a fungao
de ligagdo a antigeno de um anticorpo de comprimento total. Exemplos de
fragmentos de ligagdo abrangidos pelo termo "fragmento de ligagao a antigeno"
ou "porgdo de ligagdo a antigeno" de um anticorpo incluem (i) um fragmento
Fab, um fragmento monovalente que consiste nos dominios V|, Vy, C. e Cyq ;
(i) um fragmento F(ab'), , um fragmento bivalente que compreende dois
fragmentos Fab ligados por uma ponte de dissulfeto na regido de dobradica;
(iii) um fragmento Fd que consiste nos dominios Vi e Cyy ; (iv) um fragmento
Fv que consiste nos dominios V| e Vy de um uUnico brago de um anticorpo; (v)
um fragmento dAb, que compreende um unico dominio variavel, por exemplo,
um dominio Vy (consultar, por exemplo, Ward et al. (1989) Nature 341:544 a
546; e o documento n°® WO 1990/005144); e (vi) uma regido determinante de
complementaridade (CDR) isolada. Além disso, embora os dois dominios dos
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fragmentos Fv, V| e Vy, sejam codificados por genes separados, os mesmos
podem ser unidos pelo uso de métodos recombinantes, por um vinculador
sintético que permite que os mesmos sejam fabricados como uma Unica cadeia
de proteina na qual o par de regides V. e Vy para formar moléculas
monovalentes (conhecidas como Fv de cadeia uUnica (scFv). Consultar, por
exemplo, Bird et al. (1988) Science 242:423 a 426; e Huston et al. (1988) Proc
Natl Acad Sci. E.U.A. 85:5,879 a 5,883. Tais anticorpos de cadeia Unica
também se destinam a ser abrangidos pelo termo "fragmento de ligagdo a
antigeno" ou "porgao de ligagao a antigeno" de um anticorpo e sdo conhecidos
na técnica como um tipo exemplificativo de fragmento de ligagcdo que pode
internalizar nas células apds a ligagao (consultar, por exemplo, Zhu et al.
(2010)9:2131-41; He et al. (2010) J Nucl Med. 51:427-32; e Fitting et al. (2015)
MAbs 7:390-402). Em certas modalidades, as moléculas de scFv podem ser
incorporadas a uma proteina de fusao. Outras formas de anticorpos de cadeia
Unica, como diacorpos, também sdo abrangidas. Diacorpos sao anticorpos
bivalentes biespecificos em que os dominios Vi e V| sdo expressos em uma
Unica cadeia polipeptidica, porém, com o uso de um ligante que é muito curto
para permitir o pareamento entre os dois dominios na mesma cadeia, assim, se
induz o pareamento dos dominios com dominios complementares de outra
cadeia e a criagao de dois sitios de ligagao a antigeno (consultar, por exemplo,
Holliger et al. (1993) Proc Natl Acad Sci. E.U.A. 90:6,444 a 6,448; e Poljak et al.
(1994) Structure 2:1,121 a 1,123). Os fragmentos de ligagao a antigeno sao
obtidos com o uso de técnicas convencionais conhecidas pelos versados na
técnica, e os fragmentos de ligagdo sao analisados quanto a utilidade (por
exemplo, afinidade de ligagdo, internalizagdo) da mesma maneira que os
anticorpos intactos. Os fragmentos de ligagcdo a antigeno podem ser
preparados por clivagem da proteina intacta, por exemplo, por protease ou
clivagem quimica.

[0045] Os termos "conjugado de peptideo-farmaco” e "PDC" séo

usados intercambiavelmente, e se referem a um ou mais compostos
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terapéuticos (por exemplo, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo) ligados a um ou mais peptideos, e sdo definidos pela
Férmula genérica: P-(L-D), (Férmula lli(b)), em que P = um peptideo (por
exemplo, um peptideo linear ou ciclico), L = uma porgao quimica de ligante, D
= uma porgao quimica de farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo), e p = o numero de porgdes quimicas
de farmaco por peptideo. Em PDCs que compreendem uma porg¢ao quimica de
farmaco do Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, "p"
se refere ao numero de porgdes quimicas de farmaco ligadas ao peptideo. Um
PDC exemplificativo € um PDC de Férmula IlI(b):
P-(L-D)p (11(b))

em que

P é um peptideo que alveja uma célula neoplastica;

D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L € um ligante que liga covalentemente P a D; e

p € um nuamero inteiro de 1 a 15.

[0046] Em algumas modalidades, o ligante L € um ligante clivavel.
Em algumas modalidades, o ligante L pode incluir uma porgéo quimica clivavel
entre o peptideo e o composto terapéutico. Em algumas modalidades, o ligante
L pode incluir uma porg¢éao quimica clivavel que pode ser ligada a um ou ambos
dentre o peptideo e o composto terapéutico por unidade (ou unidades)
espacgadora. Em algumas modalidades, quando uma unidade espagadora liga a
porcdo quimica clivavel ao composto terapéutico, a mesma é uma unidade
espacadora autoimolativa. Em algumas modalidades, o ligante L ndo inclui uma
porgao quimica clivavel e € um ligante ndo clivavel. Em algumas modalidades,
o ligante L pode incluir pelo menos uma unidade espagadora que pode se ligar
diretamente ao peptideo e ao composto terapéutico.

[0047] Em algumas modalidades, o peptideo P tem capacidade

para ligar um antigeno de cancer-alvo com alta especificidade e alta afinidade.
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Em algumas modalidades, o antigeno de cancer-alvo alvejado pelo peptideo é
expresso na superficie celular e ndo dentro do citosol ou nucleo. Em algumas
modalidades, o peptideo P € um peptideo linear. Em algumas modalidades, o
peptideo P é um peptideo ciclico. Em algumas modalidades, o peptideo P é
menor que cerca de 250, cerca de 200, cerca de 150, cerca de 100, cerca de
50, cerca de 30, cerca de 20, cerca de 10, ou cerca de 5 aminoacidos em
comprimento. Em algumas modalidades, o peptideo P é menor que cerca de
100, cerca de 50, cerca de 30, cerca de 20, cerca de 10, ou cerca de 5
aminoacidos em comprimento.

[0048] Conforme usado no presente documento, o termo
"peptideo” se refere a um polimero de residuos de aminoacido. O termo
engloba polimeros de aminoacido que compreendem dois ou mais aminoacidos
unidos entre si por ligagdes peptidicas, polimeros de aminoacido nos quais um
ou mais residuos de aminoacido sdo uma substancia mimética quimica artificial
de um aminoacido de ocorréncia natural correspondente, assim como
polimeros de aminoacido de ocorréncia natural e polimeros de aminoacido de
ocorréncia n&do natural. O termo inclui, por exemplo, fragmentos biologicamente
ativos, polipeptideos  substancialmente = homdlogos,  oligopeptideos,
homodimeros, heterodimeros, variantes de polipeptideos, polipeptideos
modificados, derivados, analogos, proteinas de fusado, entre outros. Os termos
também incluem peptideos naturais, peptideos recombinantes, peptideos
sintéticos ou uma combinagdo dos mesmos.

[0049] “Internalizagado”, conforme usado no presente documento,
em referéncia a um agente de ligagao de célula (por exemplo, um anticorpo,
fragmento de ligagdo a antigeno, peptideo, receptor ou fragmento de receptor)
se refere a um agente de ligacéo de célula que tem capacidade para ser levado
pela membrana de bicamada lipidica da célula até um compartimento interno
(isto &, "internalizado") mediante ligagdo a célula, preferencialmente para um
compartimento degradante na célula. Em algumas modalidades, o agente de

ligacdo de célula usado nos conjugados revelados no presente documento
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alveja um antigeno de superficie celular e € um agente de ligacdo de célula
internalizante (isto &, o conjugado se transfere através da membrana celular
apos ligagdo de antigeno). Em algumas modalidades, o agente de ligagao de
célula internalizante liga um receptor na superficie celular. Um agente de
ligacdo de célula internalizante que alveja um receptor na membrana celular
pode induzir endocitose mediada por receptor. Em algumas modalidades, o
agente de ligagdo de célula internalizante € levado para a célula por meio de
endocitose mediada por receptor.

[0050] "Nao internalizacdo", conforme usado no presente
documento, em referéncia a um agente de ligacédo de célula (por exemplo, um
anticorpo, fragmento de ligagdo a antigeno, peptideo, receptor, ou fragmento
de receptor), se refere a um agente de ligagdo de célula que permanece na
superficie celular mediante ligagdo a célula. Em algumas modalidades, o
agente de ligacdo de célula usado nos conjugados revelados no presente
documento alveja um antigeno de superficie celular e € um agente de ligagao
de célula de nao internalizante (isto é, o conjugado permanece na superficie
celular e ndo se transfere através da celular membrana apds ligagdo de
antigeno). Em algumas modalidades, o agente de ligacdo de célula de néo
internalizante se liga a um receptor de n&o internalizante ou outro antigeno de
superficie celular. Antigenos de superficie celular ndo internalizantes
exemplificativos incluem, porém, sem limitagdo, CA125 e CEA, e os agentes de
ligagao celular que se ligam a alvos de antigenos nao internalizantes também
sdo conhecidos na técnica (consultar, por exemplo, Bast et al. (1981) J Clin
Invest. 68(5):1,331 a 1,337; Scholler e Urban (2007) Biomark Med. 1(4):513 a
523; e Boudousq et al. (2013) PLoS One 8(7):e69613).

[0051] Um "ligante" ou "porgdo quimica de ligante" é usado no
presente documento para se referir a qualquer por¢do quimica que tenha
capacidade para unir covalentemente um composto, normalmente uma porc¢éo
quimica de farmaco, tal como o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente

aceitavel do mesmo, a outra porgao quimica, tal como um agente de ligagao de
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célula (por exemplo, um anticorpo, fragmento de ligagdo a antigeno, peptideo,
receptor ou fragmento de receptor). Ligantes podem ser suscetiveis ou
substancialmente resistentes a clivagem induzida por peptidase, clivagem
induzida por acido, clivagem com base leve, clivagem induzida por esterase
e/ou clivagem de ligagao de dissulfeto, em condi¢gdes sob as quais o composto
e/ou o agente de ligagdo de célula permanecem ativos. Por exemplo, um
ligante pode ser "clivavel' ou "nao clivavel" (Ducry e Stump (2010)
Bioconjugate Chem. 21:5 a 13). Ligantes clivaveis séo projetados para liberar a
por¢do quimica de farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo) quando submetidos a certos fatores
ambientais, por exemplo, quando internalizados na célula-alvo, enquanto
ligantes n&o clivaveis dependem, de modo geral, da degradagdo do proprio
agente de ligacéo de célula.

[0052] Em algumas modalidades, o ligante € um ligante nao
clivavel. Em algumas modalidades, a porgdo quimica de farmaco de um
conjugado revelado no presente documento (por exemplo, Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo) ¢é liberada através da degradagao
do agente de ligagao de célula. Os ligantes nao clivaveis tendem a permanecer
covalentemente associados a pelo menos um aminoacido do agente de ligacao
de célula e do farmaco apos internalizagdo e degradagao na célula alvo.
Ligantes nao clivaveis exemplificativos podem compreender tioéter, ciclo-
hexila, ciclo-hexano-1 carboxilato de N-succinimidil 4-(N-maleimidometila)
(SMCC), N-hidroxissuccinimida (NHS), uma ou mais porgdes quimicas de
polietilenoglicol (PEG), ou uma ou mais por¢des quimicas de alquila.

[0053] Em algumas modalidades, o ligante € um ligante clivavel.
Um ligante clivavel se refere a qualquer ligante que compreende uma porgao
quimica clivavel. Como usado no presente documento, o termo "porgao

quimica clivavel" se refere a qualquer ligagdo quimica que pode ser clivada. As
ligagdes quimicas clivaveis adequadas s&o bem conhecidas na técnica e

incluem, porém sem limitagdo, ligagdes labeis de acido, ligagbes labeis de
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protease/peptidase, ligacbes fotolabeis, ligagdes dissulfeto e ligagdes labeis de
esterase. Ligantes que compreendem uma por¢ao quimica clivavel podem
permitir a liberagdo da porgéo quimica de farmaco (por exemplo, o Composto
1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo) a partir do conjugado por
meio de clivagem em um sitio particular no ligante. Em algumas modalidades, o
ligante e/ou a por¢cao quimica clivavel compreende uma porgcao quimica de
peptideo clivavel, isto é, qualquer ligagdo quimica que liga aminoacidos
(derivados de aminoacido naturais ou sintéticos) que pode ser clivada por um
agente que esta presente no ambiente intracelular.

[0054] Em algumas modalidades, o ligante ¢é clivavel sob
condi¢des intracelulares, de modo que a clivagem do ligante libere de maneira
suficiente a porgao quimica de farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo) a partir do agente de ligagao de célula
no ambiente intracelular para ativar o farmaco e/ou tornar o farmaco
terapeuticamente eficaz. Em algumas modalidades, a porgdo quimica de
farmaco nao é clivada a partir do agente de ligagdo de célula até que o
conjugado entre em uma célula que expressa um antigeno especifico para o
agente de ligagcédo de célula do conjugado, e a porgdo quimica de farmaco é
clivada a partir do agente de ligacdo de célula mediante entrada na célula. Em
algumas modalidades, o ligante compreende uma porg&o quimica clivavel que
esta posicionada de modo que nenhuma parte do ligante ou do agente de
ligagdo de célula permanecga ligada a por¢cdo quimica de farmaco mediante
clivagem. Ligantes clivaveis exemplificativos incluem ligantes sensiveis a
protease/peptidase, ligantes sensiveis a pH (por exemplo, acido labil e/ou
ligantes hidrolisaveis), ligantes fotolabeis, ligantes que contém dimetila,
dissulfeto ou sulfonamida.

[0055] Em algumas modalidades, o ligante pode ser um ligante do
tipo dendritico para ligagdo covalente de mais de uma porgdo quimica de
farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel

do mesmo) a um agente de ligagdo de célula através de uma ramificagéo,
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porcdo quimica de ligante multifuncional. Consultar, por exemplo, Sun et al.
(2002) Bioorg Med Chem Lett. 12:2,213 a 2,215; e Sun et al. (2003) Bioorg Med
Chem. 11:1,761 a 1,768. Ligantes dendriticos podem aumentar a razao molar
de farmaco para agente de ligagao de célula, isto &, carregamento de farmaco,
que esta relacionado a poténcia do conjugado. Assim, quando um agente de
ligacdo de célula carrega apenas um grupo tiol cisteina reativo, por exemplo,
uma multiplicidade de por¢des quimicas de farmaco podem ser ligadas através
de um ligante dendritico. Em algumas modalidades, a por¢gdo quimica de
ligante ou porgdo quimica de farmaco e ligante pode ser ligada ao agente de
ligagdo de célula por meio de quimica de ponte de dissulfeto reduzida ou
tecnologia de utilizacdo de lisina limitada. Consultar, por exemplo, os
documentos n° WO 2013/173391 e WO 2013/173393.

[0056] Os documentos n° WO 2017/151979, U.S. 2017/0252458,
e U.S. 2018/0193478 fornecem e estao incorporados no presente documento a
titulo de referéncia para todos os ligantes exemplificativos, pontos de ligagao
de ligante exemplificativos para agentes de ligagdo de célula (por exemplo,
anticorpos), e agentes de ligacdo de célula exemplificativos (por exemplo,
anticorpos).

[0057] Em algumas modalidades, o ligante em qualquer um dos
conjugados revelados no presente documento pode compreender pelo menos
uma unidade espagadora que une o agente de ligacdo de célula a porgéao
quimica de farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo). Em algumas modalidades, uma unidade espacadora
entre o agente de ligacdo de célula e a porgdo quimica clivavel, quando
presente, une um sitio de clivagem (por exemplo, uma porgdo quimica de
peptideo clivavel) no ligante ao agente de ligagdo de célula. Em algumas
modalidades, uma unidade espagadora entre a porgdo quimica de farmaco e a
por¢do quimica clivavel, quando presente, une um sitio de clivagem (por
exemplo, uma porgéo quimica de peptideo clivavel) no ligante a porgéo quimica

de farmaco. Em algumas modalidades, nenhum sitio de clivagem esta
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presente, e a unidade espagadora € usada para ligar o agente de ligagédo de
célula a porgao quimica de farmaco.

[0058] Uma unidade espacgadora pode ser "autoimolativa" ou "néo
autoimolativa". Uma unidade espacadora "ndo autoimolativa" é uma na qual
toda ou parte da unidade espacgadora permanece ligada a por¢gao quimica de
farmaco (por exemplo, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo) mediante clivagem do ligante. Exemplos de unidades espagadoras
nao autoimolativas incluem, porém sem limitagcdo, uma unidade espagadora de
glicina e uma unidade espagadora de glicina-glicina. As unidades espagadoras
nao autoimolativas podem eventualmente se degradar ao longo do tempo, mas
nao liberam prontamente uma porgdo quimica de farmaco nativa ligada
inteiramente sob condi¢cdes celulares. Uma unidade espacadora "autoimolativa"
permite a liberagcdo da porgao quimica de farmaco nativa sob condigdes
intracelulares. Um "farmaco nativo" ou "porg¢do quimica de farmaco nativa" é
aquela em que nenhuma parte da unidade espagadora ou outra modificagdo
quimica permanece apos a clivagem/degradagao da unidade espagadora.

[0059] O carregamento de farmaco é representado por p. O termo
"p" ou "carregamento de farmaco" se refere ao numero de por¢des quimicas de
farmaco por agente de ligagao de célula, isto €, o nUmero de por¢des quimicas
-L-D por agente de ligagcdo de célula (X), por exemplo, em conjugados de
Férmula Il. O termo também pode se referir ao nimero de porgdes quimicas L-
D por anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno (Ab), por exemplo, em
ADCs de Férmula ll(a), ou ao nimero de porgdes quimicas L-D por peptideo
(P), por exemplo, em PDCs de Férmula Il(b). Por exemplo, em conjugados de
Foérmula Il, se dois compostos (por exemplo, dois compostos que tém, cada
um, a estrutura de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo) estdo ligados a um agente de ligagdo de célula, p = 2. Em algumas
modalidades, p € um numero inteiro de 1 a 15. Em algumas modalidades, p €
um numero inteiro de 1 a 10, 1 a 8 ou 1 a 4. Em algumas modalidades, p € um

numero interode 1a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5,1a4,1a30u1a?.
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Em algumas modalidades, p € um numero inteirode 2a 10,2a9,2a8,2a7,
2a6,2a5,2a4ou?2a 3. Em algumas modalidades, p € um numero inteiro de
2 a 3. Em algumas modalidades, pé 1, 2, 3,4, 5,6, 7 ou 8.

[0060] Em composi¢cdes que compreendem multiplas copias de
conjugados, por exemplo, conjugados de Férmula Il, "p médio" se refere ao
numero médio de porgbes quimicas -L-D por agente de ligagdo de célula,
também denominado "carregamento de farmaco médio".

[0061] O termo "agente quimioterapico" ou "agente anticancer" &
usado no presente documento para se referir a todos os agentes que sao
eficazes no tratamento de cancer, independentemente do mecanismo de agao.
A inibicado de metastase ou angiogénese ¢é frequentemente uma propriedade de
um agente quimioterapico. Os agentes quimioterapicos incluem anticorpos,
moléculas biolégicas e moléculas pequenas e abrangem os compostos
moduladores de splicing descritos no presente documento. Um agente
quimioterapico pode ser um agente citotdxico ou citostatico. O termo "agente
citostatico" se refere a um agente que inibe ou suprime o crescimento celular
e/ou multiplicagdo de células. O termo "agente citotdxico" se refere a uma
substancia que causa a morte celular principalmente por interferir na atividade
de expressao e/ou funcionamento de uma célula.

[0062] O termo "Composto 1" ou "Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo", conforme usado no presente
documento, se refere a pelo menos uma entidade escolhida dentre compostos
de Férmula | e sais farmaceuticamente aceitaveis dos mesmos. Além disso, a
menos que seja afirmado de outra forma, "Compostos de Férmula I" podem ser
uma ou mais dentre as formas enantioméricas, diastereoisoméricas e/ou
geométricas (ou conformacionais) do composto (ou compostos); por exemplo,
as configuragdes R e S para cada centro assimétrico, isbmeros de ligagéo
dupla (Z) e (E) e isbmeros conformacionais (Z) e (E). A menos que seja
afirmado de outra forma, compostos representados no presente documento

que coexistem com as formas tautoméricas estdo inseridas no escopo da
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revelagdo. Adicionalmente, a menos que seja afirmado de outra forma, as
estruturas representadas no presente documento também devem incluir
compostos que diferem apenas na presengca de um ou mais atomos
isotopicamente enriquecidos. Por exemplo, compostos que tém as estruturas
representadas exceto pela substituicdo de hidrogénio por deutério ou tritio, ou
pela substituicio de um carbono por um carbono enriquecido "*C ou "C estdo
inseridos no escopo desta revelacdo. Tais compostos podem ser uteis, por
exemplo, como ferramentas analiticas ou sondas em ensaios bioldgicos.

[0063] Formula | pode ser representada pelo seguinte:

0

J

Q

7

e/lou o nome quimico 4-metilpiperazina-1-carboxilato de
(28,3S,6S,7R,10R,E)-7,10-di-hidroxi-3,7-dimetil-12-ox0-2-((R,2E ,4E)-6-(piridin-
2-il)hepta-2,4-dien-2-il)oxaciclododec-4-en-6-ila.

[0064] O termo "inibir" ou "inibicdo de", como usado no presente
documento, significa reduzir em uma quantidade mensuravel e pode incluir,
mas n&o exige prevengao ou inibicdo completa.

[0065] Os termos "disturbio neoplasico" e "cancer" sdo usados no
presente documento de forma intercambiavel para se referir a presenca de
células que tém caracteristicas tipicas de células causadoras de cancer, como
proliferacdo descontrolada, imortalidade, potencial metastatico, crescimento
rapido e taxa de proliferagdo e/ou determinadas caracteristicas morfolégicas.
Frequentemente, as células cancerosas podem estar sob a forma de um tumor
ou massa, mas essas células podem existir sozinhas em um individuo ou

podem circular na corrente sanguinea como células independentes, como
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células leucémicas ou de linfoma. Os termos "disturbio neoplasico" e "cancer"
incluem todos os tipos de cénceres e metastases de céncer, incluindo
malignidade hematoldgica, tumores sdlidos, sarcomas, carcinomas e outros
canceres de tumor sélido e ndo sdélido. As neoplasias hematologicas podem
incluir neoplasias de células B, canceres do sangue (leucemias), canceres de
células plasmaticas (mielomas, por exemplo, mieloma multiplo) ou canceres
dos ganglios linfaticos (linfomas). As malignidades de células B exemplificativas
incluem leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma folicular, linfoma de células
do manto e linfoma difuso de grandes células B. As leucemias podem incluir
leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mielogénica aguda (AML),
leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide crénica (CML), leucemia
mielomonocitica crénica (CMML), leucemia monocitica aguda (AMoL), etc. Os
linfomas podem incluir linfoma de Hodgkin e linffoma ndo Hodgkin. Outras
malignidades hematoldgicas podem incluir sindrome mielodisplasica (MDS). Os
tumores solidos incluem carcinomas como adenocarcinoma, por exemplo,
cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de prdstata, cancer de cdélon ou
colorretal, cancer de pulmdo, cancer gastrico, cancer cervical, cancer
endometrial, cancer de ovario, colangiocarcinoma, glioma, melanoma, etc.

[0066] Os termos "tumor" e "neoplasma" se referem a qualquer
massa de tecido que resulte do crescimento excessivo ou proliferacdo celular,
benigna ou maligna, incluindo lesbes pré-cancerosas.

[0067] Os termos "célula tumoral" e "célula neoplasica" sao
usados de forma intercambiavel e se referem a células individuais ou a
populacdo total de células derivadas de um tumor ou neoplasma, incluindo
células nado tumorigénicas e células-tronco cancerosas. Como usado no
presente documento, o termo "célula tumoral" sera modificado pelo termo "nao
tumorigénico" quando se refere apenas as células tumorais sem a capacidade
de renovacao e diferenciagao para distinguir essas células tumorais de células-
tronco cancerosas.

[0068] Os termos "individuo" e "paciente" sdo usados de forma
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intercambiavel no presente documento para se referir a qualquer animal, como
qualquer mamifero, incluindo, porém sem limitagao, seres humanos, primatas
nao humanos, roedores e similares. Em algumas modalidades, o mamifero &
um camundongo. Em algumas modalidades, o mamifero € um ser humano. Em
algumas modalidades, o individuo € um camundongo. Em algumas
modalidades, o individuo € um ser humano.

[0069] O termo "coadministragdo"” ou administracdo "em
combinagdo com" um ou mais agentes terapéuticos inclui a administracéo
simultdnea e a administragdo consecutiva em qualquer ordem.

[0070] Uma "composi¢cdao farmacéutica" se refere a uma
preparagcdo que estd em uma forma para permitir a administracdo e,
subsequentemente, fornecer a atividade bioldgica pretendida do ingrediente
ativo (ou ingredientes ativos) e/ou para obter um efeito terapéutico, e que nao
contém componentes adicionais que sao inaceitavelmente toxicos para um
individuo ao qual a formulagao seria administrada. A composi¢cao farmacéutica
pode ser estéril.

[0071] Um "excipiente farmacéutico" compreende um material
como um adjuvante, um carreador, agentes de ajuste e tampé&o de pH, agentes
de ajuste de tonicidade, agentes umectantes, conservantes e similares.

[0072] “Farmaceuticamente aceitavel" significa aprovado ou
aprovavel por uma agéncia reguladora do governo federal ou estadual, ou
mencionado na Farmacopeia dos EUA ou outra farmacopeia geralmente
reconhecida, para uso em animais e mais particularmente em seres humanos.

[0073] Um "sal farmaceuticamente aceitavel" € um sal que retém
a atividade biolégica desejada do composto parente e nédo confere efeitos
toxicologicos indesejados. Exemplos de tais sais sao: (a) sais de adigao acidos
formados com a&acidos inorganicos, por exemplo, &acido cloridrico, acido
bromidrico, acido sulftrico, acido fosférico, acido nitrico e similares; e sais
formados com &acidos organicos, por exemplo, acido acético, acido oxalico,

acido tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucénico,
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acido citrico, acido malico, acido ascarbico, acido benzoico, acido tanico, acido
palmitico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenossulfénico, acido
metanossulfénico, acido p-toluenossulfénico, acido naftalenodissulfénico, acido
poligalacturénico e similares; e (b) sais formados a partir de anions
elementares, como cloro, bromo e iodo. Consultar, por exemplo, Haynes et al.,
"Commentary: Occurrence of Pharmaceutically Acceptable Anions and Cations
in the Cambridge Structural Database," J Pharmaceutical Sciences, vol. 94, no.
10 (2005), e Berge et al., "Pharmaceutical Salts," J Pharmaceutical Sciences,
vol. 66, no. 1 (1977), que est&o incorporados a titulo de referéncia no presente
documento.

[0074] O termo "quantidade eficaz", conforme usado no presente
documento, se refere a quantidade de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, descrito no presente documento, que
seja suficiente para realizar um propdsito especificamente afirmado, por
exemplo, produzir um efeito terapéutico apés a administragdo, tal como uma
reducdo em taxa de crescimento tumoral ou volume tumoral, uma redugdo em
um sintoma de cancer ou alguns outros indicios de eficacia de tratamento. Um
valor eficaz pode ser determinado de maneira rotineira em relagéo ao obijetivo
estabelecido. O termo "terapeuticamente quantidade eficaz" se refere a uma
quantidade de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,
descrito no presente documento, eficaz para eliminagdo detectavel, redugao
e/ou inibigdo do crescimento ou espalhamento de células tumorais, do tamanho
ou numero de tumores, e/ou outra medigdo do nivel, estagio, progressao e/ou
gravidade do cancer. A quantidade terapeuticamente eficaz pode variar
dependendo da aplicagdo pretendida (in vitro ou in vivo), ou do individuo e
afeccgdo de doenca a ser tratada, por exemplo, o peso e a idade do individuo, a
gravidade da afecgdo da doenga, a forma de administracdo e similares, que
pode ser facilmente determinada pelo versado na técnica. O termo também se
aplica a uma dose que ira induzir uma resposta especifica nas células alvo, por

exemplo, inibicdo do crescimento celular. A dose especifica pode variar
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dependendo, por exemplo, da composicdo farmacéutica especifica, do
individuo e sua idade e condigdes de saude existentes ou risco para condigdes
de saude, o regime de dosagem a ser seguido, a gravidade da doenga, se é
administrada em combinagdo com outros agentes, tempo de administragdo, o
tecido ao qual € administrada e o sistema de distribuicdo fisica no qual é
transportada. No caso de cancer, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, pode reduzir o
numero de células cancerosas, reduzir o tamanho do tumor, inibir (por
exemplo, diminuir ou parar) a metastase do tumor, inibir (por exemplo, retardar
ou parar) o crescimento do tumor e/ou aliviar um ou mais sintomas.

[0075] Uma “quantidade profilaticamente eficaz” se refere a uma
quantidade eficaz, em dosagens e durante os intervalos de tempo necessarios,
para obter o resultado profilatico desejado. Tipicamente, uma vez que uma
dose profilatica € usada em individuos antes ou em um estégio inicial da
doenga, a quantidade profilaticamente eficaz sera menor do que a quantidade
terapeuticamente eficaz.

[0076] Como wusado no presente documento, "tratar" ou
"terapéutico" e termos gramaticalmente relacionados, se referem a qualquer
melhora de qualquer consequéncia da doenga, como sobrevida prolongada,
menos morbidade e/ou uma reducdo dos efeitos colaterais que resultam de
uma modalidade terapéutica alternativa. Como é prontamente entendido na
técnica, a erradicagao completa da doenca € abrangida, mas nao é necessaria
para uma acdo de tratamento. “Tratamento™ ou "tratar", conforme usado no
presente documento, se refere a administracdo de um Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, descrito no presente documento, a um
individuo, por exemplo, um paciente. O tratamento pode ser para sanar, curar,
aliviar, atenuar, alterar, remediar, melhorar, paliar, melhorar ou afetar o
disturbio, os sintomas do disturbio ou a predisposicdo para o disturbio, por
exemplo, um cancer. Em algumas modalidades, além de tratar um individuo

com uma condi¢gdo, uma composi¢ao revelada no presente documento também
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pode ser fornecida profilaticamente para prevenir ou reduzir a probabilidade de
desenvolver essa condicao.

Neoantigenos e Métodos de Uso

[0077] S&o revelados no presente documento, em algumas
modalidades, métodos de tratamento de um paciente induzindo-se
neoantigenos em células tumorais que podem ser alvejadas pelo sistema
imunolégico do paciente para depuragdo. Sem se ater a teoria, em varias
modalidades, a administracdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, sozinho e/ou como parte de um conjugado ou
composigao, pode produzir neoantigenos que induzem uma resposta
imunoldgica, induzem uma resposta imunolégica de RNA de fita dupla, por
exemplo, como resultado de retrovirus endogenos residentes em intron
reexpressos efou produzir neoantigenos que induzem morte celular
imunogénica.

[0078] Conforme usado no presente documento, o termo
"neoantigeno” se refere a qualquer antigeno ao qual o sistema imunolégico nao
foi anteriormente exposto que surge de uma ou mais mutagbes de tumor
especifico. Mutacbes de tumor especifico podem incluir mutagées missense,
mudancas de matriz de leitura, translocacdes e variantes de splicing de mRNA,
bem como mutagdes que influenciam o processamento pés-traducional, como
fosforilagdo e glicosilagdo. Estas mutagbes exemplificativas, em varias
modalidades, podem ser derivadas de mudangas e/ou mutagdes de codificagao
nao sindnimas que alteram o processamento de mMRNA (por exemplo, splicing).
Todas essas mutagbes exemplificativas, em varias modalidades, podem
resultar em mudangas moleculares que podem ser discriminadas por um
receptor de células T adequado. Em varias modalidades preferenciais, um
neoantigeno exemplificativo é um neoantigeno induzido por entrega de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sozinho e/ou
como parte de um conjugado ou composigdo. Em varias modalidades, a

entrega de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,
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sozinho e/ou como parte de um conjugado ou composigdo, pode induzir
splicing de mRNA inovador que resulta na traducdo de proteinas que
representam neoantigenos aos quais 0 sistema imunolégico nao foi
anteriormente exposto. Um neoantigeno pode ocorrer naturalmente ou pode
ser induzido por um agente, por exemplo, um modulador de splice. Em varias
modalidades, mutagdes de tumor especifico podem ser variantes de splicing de
mRNA que resultam da entrega ou administragdo de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sozinho e/ou como parte de um
conjugado ou composigao.

[0079] Sem se ater a teoria, em varias modalidades, a
administracdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, sozinho e/ou como parte de um conjugado ou composigdo, pode
induzir splicing de mRNA que resulta na tradugdo de proteinas que
representam neoantigenos reconhecidos pelo sistema imunolégico como
estranhos. Esses podem ser alvejados, por exemplo, pelas células T, o que
resulta em uma resposta de hospedeiro amplificado contra as células tumorais
nas quais os neoantigenos sado produzidos. Além disso, sem se ater a teoria,
em varias modalidades, a entrega de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sozinho e/ou como parte de um
conjugado ou composig¢ao, pode causar a reexpressdo de retrovirus endogeno
residente em intron, que resulta em uma resposta imunolégica de RNA de fita
dupla. Ademais, sem se ater a teoria, em varias modalidades, a entrega de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sozinho e/ou
como parte de um conjugado ou composigéo, pode resultar em morte de célula
imunogénica disparada pela liberagdo induzida por Composto 1 de
neoantigenos mutacionalmente derivados. Em varias modalidades, a entrega
de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, sozinho
e/ou como parte de um conjugado ou composigao, pode induzir uma resposta
imunolégica de RNA de fita dupla. Em varias modalidades, a resposta

imunoldgica de RNA dupla fita pode resultar da reexpressao de retrovirus
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enddgenos residentes em introns. Em varias modalidades, a resposta
imunoldgica de RNA dupla fita pode resultar em morte de células tumorais. Em
varias modalidades, a entrega de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, sozinho e/ou como parte de um conjugado ou
composigado, pode induzir morte de célula imunogénica. Em vérias
modalidades, a morte celular imunogénica pode resultar de liberagao de
neoantigenos derivados de mutagdo e/ou uma resposta imunologica de
hospedeiro contra células tumorais.

[0080] Consequentemente, em varias modalidades, sdo revelados
métodos de tratamento que compreendem a indugédo de neoantigenos
administrando-se o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo. Em varias modalidades, o método compreende administrar uma
dosagem reduzida de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, em comparagao com a dosagem que seria necessaria ausente da
indugdo de neoantigenos. Em algumas modalidades, o método compreende a
administracdo de uma ou mais doses de inducdo iniciais para produzir
neoantigenos e induzir uma resposta imunolégica (por exemplo, conversao de
células T virgens em células de memodria), seguido de uma dosagem ou
frequéncia de administragdo reduzida (ou seja, devido ao efeito combinatério
de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, e de
alvejamento imunolégico dos neoantigenos). Em algumas modalidades, o
tratamento pode compreender uma combinagdo de administragdo de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, para induzir
uma resposta imunoldgica a base de neoantigeno e pelo menos uma terapia
adicional (por exemplo, uma segunda terapia anticancer). Por exemplo, em
algumas modalidades, o tratamento pode compreender uma combinagdo de
administracdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, para induzir uma resposta imunoldgica a base de neoantigeno e um ou
mais inibidores de ponto de verificagdo. Em algumas modalidades, o

tratamento pode compreender uma combinagdo de administragdo de
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Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, para induzir
uma resposta imunoldgica a base de neoantigeno e uma ou mais citocinas ou
analogos de citocina. Em algumas modalidades, o tratamento pode
compreender uma combinagdo de administracdo de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, para induzir uma resposta imunoldgica
a base de neoantigeno e uma ou mais vacinas de neoantigeno. Em algumas
outras modalidades, o tratamento pode compreender uma combinagdo de
administracdo de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, para induzir uma resposta imunoldgica a base de neoantigeno e
células T de alvejamento de tumor geneticamente modificadas (por exemplo,
CAR-T).

[0081] Em algumas modalidades, neoantigenos podem ser
usados para monitorar a eficacia de tratamento com o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Por exemplo, apds a administragéo de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, uma amostra
do paciente (por exemplo, uma biopsia de tumor) pode ser obtida e examinada
para neoantigenos ou para identificadores de uma resposta imunoldgica ou
inflamatdria. Tratamento adicional pode ser fornecido, por exemplo, em
dosagem reduzida, se uma resposta de neoantigeno e/ou imunolégica for
detectada.

[0082] Em varias modalidades, sao revelados métodos de
tratamento que compreendem a indugédo de uma resposta imunoldgica ao RNA
de fita dupla administrando-se o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmao.

[0083] Em varias modalidades, sao revelados métodos de
tratamento que compreendem a indugcdo de morte de célula imunogénica
administrando-se o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo.

[0084] Em varias modalidades, a administragcdo de Composto 1,

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, pode ser combinada com
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qualquer terapia anticAncer conhecida. Exemplos de estratégias de ativacao
imunoldgica atuais disponiveis para tratamento oncoldgico incluem, porém sem
limitagdo, tratamento com moléculas de inibidor imunolégico de ponto de
verificagao (ICl), tratamento com citocinas ou analogos de citocinas, vacinagao
com vacinas associadas a tumores e manipulagao de células T de alvejamento
de tumor (por exemplo, expansao de linfocitos infiltrantes de tumor ou CAR-T).
Essas tecnologias sdo predominantemente concentradas no aumento ou
indugcdo de uma resposta imunolégica a antigenos tumorais ja existentes
(mutagdes ou expressao aberrante de proteinas de superficie celular). Uma ou
mais dessas estratégias podem envolver uma ou mais mutagdes que tém
capacidade para induzir uma resposta de célula T antigénica. Por exemplo, as
respostas do paciente a inibicdo de ponto de verificagdo podem se
correlacionar com a carga mutacional nao sinébnima. Além disso, podem ser
usadas abordagens de vacinas para cancer que dependem de mutagdes pré-
existentes e da antigenicidade dessas mutagdes.

[0085] Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, pode induzir alteragdes de amplo alcance no transcriptoma que ocorre
em multiplas linhagens. A tradugéo dessas alteragcbes de mRNA pode produzir
alteracbes de proteinas robustas e reproduziveis que produzem neopeptideos
de ligagdo a MHC1 com alta afinidade através de varios isétipos HLA. Sem se
ater a teoria, devido ao alto nimero de alteragdes no transcriptoma e proteoma,
o tratamento com Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, pode enriquecer o numero de neoantigenos potencialmente reativos
para interagdo aprimorada da resposta imunoldgica adaptativa.

[0086] Em varias modalidades dos métodos descritos no presente
documento, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,
€ administrado por si s6. Em varias modalidades dos métodos descritos no
presente documento, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, € administrado como parte de um conjugado ou composi¢gao, por

exemplo, uma composigcdo farmacéutica que compreende o Composto 1, ou
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um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. Em varias modalidades, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, € administrado como uma composigao
(por exemplo, uma composi¢cao farmacéutica) que compreende multiplas
copias do composto. Em varias modalidades, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, € administrado como uma composigao
(por exemplo, uma composi¢cao farmacéutica) que compreende multiplas
copias de um ou mais conjugados que carregam o composto. Em varias
modalidades, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, € administrado como um conjugado de anticorpo-farmaco, um
conjugado de peptideo-farmaco, ou qualquer um dos conjugados
exemplificativos revelados no presente documento.

[0087] Em varias modalidades dos métodos descritos no presente
documento, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo,
€ administrado como parte de um conjugado.

[0088] Em algumas modalidades, o conjugado € um conjugado de

Foérmula Il
X-(L-D)p (1
em que
X é um agente de ligacdo de célula que alveja uma célula
neoplastica;
D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L € um ligante que liga covalentemente X a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0089] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula
compreende um anticorpo ou um fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo.
Em algumas modalidades, o conjugado € um conjugado de anticorpo-farmaco.
Em algumas modalidades, o conjugado € um conjugado de anticorpo-farmaco

de Formula ll(a):
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Ab-(L-D),  (li(a))
em que

Ab é um anticorpo ou um fragmento de ligagdo a antigeno do
mesmo que alveja uma célula neoplastica;

D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L € um ligante que liga covalentemente Ab a D; e

p € um namero inteiro de 1 a 15.

[0090] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula
compreende um peptideo. Em algumas modalidades, o conjugado é um
conjugado de peptideo-farmaco. Em algumas modalidades, o conjugado € um
conjugado de peptideo-farmaco de Foérmula ll(b):

P-(L-D),  (Il(b))

em que

P é um peptideo que alveja uma célula neoplastica;

D é o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo;

L é um ligante que liga covalentemente P a D; e

p € um numero inteiro de 1 a 15.

[0091] Em algumas modalidades, o agente de ligagdo de célula
compreende um DARPin, um duocorpo, um peptideo biciclico, um nanocorpo,
uma centirina, MSH (horménio estimulante de melandcito), uma molécula de
fusdo de receptor-Fc, uma estrutura de receptor de célula T, um hormonio
esteroide, um fator de crescimento ou um fator estimulante de colénia. Em
algumas modalidades, o agente de ligacdo de célula compreende um
arcabougo sem anticorpos. Em algumas modalidades, o arcabougo sem
anticorpos compreende um arcabougo dimensionado por dominio ou um
peptideo restrito. Em algumas modalidades, o arcaboug¢o dimensionado por
dominio é um aficorpo, uma afilina, uma anticalina, um atrimero, um DARPIn,

um arcabougo de FN3, um finbmero, um dominio de Kunitz, uma pronectina,
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um O-corpo, ou uma proteina de fusdo de receptor-Fc. Em algumas
modalidades, o peptideo restrito € um avimero, um peptideo biciclico ou um né
Cys.

[0092] Em algumas modalidades, L € um ligante clivavel. Em
algumas modalidades, L € um ligante nao clivavel. Em algumas modalidades, p
€ um numero inteiro de 1 a 10. Em algumas modalidades, p € um numero
inteiro de 1 a 8. Em algumas modalidades, p € um numero inteiro de 1 a 4.

Inducdo Imunolégica e Regime de Tratamento:

[0093] Em varias modalidades, a presente revelagao fornece um
método para induzir pelo menos um neoantigeno colocando-se uma célula
neoplastica em contato com uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em varias modalidades, a presente
revelacao fornece um método para induzir uma resposta imunoldgica de RNA
de fita dupla colocando-se uma célula neoplastica em contato com uma
quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo. Em varias modalidades, a presente revelagédo fornece um método para
induzir morte de célula imunogénica colocando-se uma célula neoplastica em
contato com uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Em varias modalidades, o Composto
1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, é administrado por si s6
e/ou como parte de um conjugado ou composigao.

[0094] Em algumas modalidades, a célula neoplasica esta
presente em uma cultura celular in vitro. Em algumas modalidades, a célula
neoplasica é obtida a partir de um individuo. Em algumas modalidades, a célula
neoplasica esta presente em um individuo. Em algumas modalidades, a célula
neoplasica é derivada de uma malignidade hematolégica ou um tumor sdlido.
Em algumas modalidades, a malignidade hematoldégica é selecionada dentre
uma malignidade de célula B, uma leucemia, um linfoma e um mieloma. Em
algumas modalidades, a malignidade hematolégica é selecionada dentre

leucemia mieloide aguda e mieloma multiplo. Em algumas modalidades, o
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tumor solido é selecionado dentre cancer de mama (por exemplo, cancer de
mama positivo para HER2), cancer gastrico (por exemplo, adenocarcinoma
gastrico), cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de pulmao, cancer
uterino, carcinoma do duto salivar, melanoma, cancer de coélon e cancer de
es6fago. Em algumas modalidades, o tumor solido é selecionado dentre cancer
de mama positivo para HER2, adenocarcinoma gastrico e cancer de prostata.

[0095] Em varias modalidades, a presente revelagdo fornece,
adicionalmente, um método para induzir pelo menos um neoantigeno e/ou uma
resposta de célula T em um individuo que tem ou é suspeito de ter um disturbio
neoplastico, administrando-se ao individuo uma quantidade eficaz de
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Além disso, é
fornecido no presente documento, em varias modalidades, um método de
tratamento de um individuo que tem ou suspeita ter um disturbio neoplastico
administrando-se ao individuo uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que a administragdo do
Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, induz pelo
menos um neoantigeno e/ou uma resposta de célula T. Em varias
modalidades, o Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, € administrado por si sé e/ou como parte de um conjugado ou
composicgao.

[0096] Em varias outras modalidades, a presente revelacéo
fornece um método para induzir uma resposta imunologica de RNA de fita
dupla em um individuo que tem ou suspeita ter um disturbio neoplastico
administrando-se ao individuo uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um
sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo. Além disso, €& fornecido no
presente documento, em varias modalidades, um método de tratamento de um
individuo que tem ou suspeita ter um disturbio neoplastico administrando-se ao
individuo uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel do mesmo, em que a administragdo do Composto 1, ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, induz uma resposta imunolégica de
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RNA de fita dupla. Em varias modalidades, o Composto 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, € administrado por si s6 e/ou como
parte de um conjugado ou composigao.

[0097] Em ainda outras modalidades, a presente revelacéo
fornece um método para induzir morte de célula imunogénica em um individuo
que tem ou suspeita ter um disturbio neoplastico administrando-se ao individuo
uma quantidade eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel
do mesmo. E fornecido adicionalmente no presente documento, em varias
modalidades, um método de tratamento de um individuo que tem ou suspeita
ter um disturbio neoplastico administrando-se ao individuo uma quantidade
eficaz de Composto 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em
que a administracdo do Composto 1, ou um sal farmaceut