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ESTEROIDES Y CONJUGADOS DE PROTEINAS DE LOS MISMOS

REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

[1] Esta solicitud reclama la prioridad y el beneficio de la Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos de Norteamérica No. 62/508,317 presentada el 18 de
Mayo de 2017, y también de la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 62/419,365, presentada el 8 de Noviembre de 2016, todo el contenido de
cada una de las cuales se incorpora aqui en su totalidad para todos los propositos.

CAMPO

[2] Se proporcionan aqui nuevos esteroides, conjugados de proteinas de los
mismos, y métodos para tratar padecimientos, desérdenes, y condiciones que comprenden
la administracion de los esteroides y conjugados.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

[3] Los conjugados anticuerpo-farmaco (ADCs) son anticuerpos que estan unidos
covalentemente a farmacos de moléculas pequefas bioldgicamente activos, combinando
asi la especificidad dirigida de los anticuerpos con el modo de accion y la potencia de los
farmacos de moléculas pequefias. La utilidad terapéutica de los ADC(s) se ha validado en
el tratamiento del cancer y es un importante enfoque de estudio en curso. ADCETRIS®
(bentruximab vedotina) y KADCYLA® (ado-trastuzumab emtansina) son ADCs aprobados
para el tratamiento de ciertos tipos de cancer, y al menos cuarenta ADCs estan actualmente
en desarrollo clinico.

[4] Los glucocorticoides (GCs) son esteroides de moléculas pequefas que se unen a
receptores de glucocorticoides (GRs) y se utlizan en terapias antiinflamatorias e
inmunosupresoras. Sin embargo, debido a la expresion ubicua de los receptores de
glucocorticoides en muchos tipos de células, los tratamientos de glucocorticoides se ven
comprometidos por las toxicidades para la mayoria de los sistemas del organismo. De esta
manera, existe la necesidad tanto de nuevos glucocorticoides como de nuevas terapias que
minimicen los efectos secundarios que surgen de la administracion de glucocorticoides,
particularmente aquellos que surgen de la activacién de receptores de glucocorticoides en
células no objetivo. La presente divulgacién proporciona soluciones a las necesidades
anteriormente mencionadas, asi como a otras necesidades no satisfechas en el campo al
cual pertenece la presente divulgacion. En la presente divulgacion se incluyen conjugados

anticuerpo-farmaco que comprenden cargas Utiles de glucocorticoides.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
[5] Se proporcionan aqui compuestos y métodos Utiles para el tratamiento de
diversos padecimientos, desérdenes, o condiciones. En ciertos aspectos, los compuestos

tienen la estructura de la Férmula (A):

(F|<5)n
R2

R1

R3
(A);
o una sal, solvato, estereocisomero, o derivado farmacéuticamente aceptable de la misma,
en donde:
R*y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(0)-O—, —OH, o halo; o R' y R?
R4

A

o O
conjuntamente forman “\*

en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene

en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene
N estan, independientemente en cada caso, opcionalmente sustituidos con -
NR?R";

R® es —OH, R*C(O)-X—, heteroalquilo, piperidinilo, -NR®R®, -oxiari-NR*R" o -Z-

AR®);

R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;

R” es alquilo:

X es O o NR%

Zes S, S(0), S(0),, SO,NR? O, C(O)NR?, C(0), o NR%

A es arilo, arilalquilo, o heteroarilo;

RP es, independientemente en cada caso, halo, alquilo opcionalmente sustituido, —
OH, 0 -NR°R”;

R* y R" son, independientemente en cada caso, —H, alquilo opcionalmente
sustituido, o arilo opcionalmente sustituido;

n es un entero desde 0-19; y

t es un entero desde 1-3;

con la condicién de que:
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(1) R® no es —OH (a) cuando R' es —OH o (b) cuando R' y R? conjuntamente forman

53
R4
H3C\N/[ )

0 o
“ f* en donde R* es C.qalquilo o CH, y

F4< }o—
(2) R®no es %

[6] En ciertos aspectos, los compuestos son conjugados proteina-farmaco, por
ejemplo, conjugados anticuerpo-farmaco, que comprenden una proteina de union a
antigeno, por ejemplo, anticuerpo y un compuesto de Férmula (A).

[7] En ciertos aspectos, los compuestos son conjugados proteina-farmaco, por
ejemplo, conjugados anticuerpo-farmaco, que comprenden una proteina de union a
antigeno, por ejemplo, anticuerpo, un compuesto de Férmula (A) y un radical ciclodextrina.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[8] La FIGURA 1 muestra una secuencia para sintetizar los ciertos esteroides aqui
descritos.

[9] La FIGURA 2 muestra una secuencia para modificar la posicion del alcohol
primario de la budesonida.

[10] La FIGURA 3 muestra una secuencia para modificar la posicion del alcohol
primario de la Flumetasona.

[11] La FIGURA 4 muestra una secuencia para modificar la posicion del alcohol
primario de la dexametasona.

[12] La FIGURA 5 muestra un espectro de resonancia magnética de efecto nuclear
Overhauser (NOE) de dos dimensiones (a partir de ahora, “2D-NOESY”) para el compuesto
7-1R en la Tabla 1.

[13] La FIGURA 6 muestra un 2D—NOESY para el compuesto 7-1S en la Tabla 1.

[14] La FIGURA 7 muestra un espectro 2D-NOESY para 11-5R en la Tabla 1.

[15] La FIGURA 8 muestra un espectro 2D-NOESY para el compuesto 11-5S en la
Tabla 1.

[16] La FIGURA 9 muestra unos métodos generales para sintetizar ciertos
Enlazador-Cargas utiles.

[17] La FIGURA 10 muestra una secuencia para sintetizar DIBAC-Suc—NHS
(Compuesto (V)).

[18] La FIGURA 11 muestra una secuencia para sintetizar DIBAC-Suc—PEG,—

acido/NHS (Compuesto (VI)).
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[19] La FIGURA 12 muestra una secuencia para sintetizar BCN-PEG,—Acido
(Compuesto (VII)).

[20] La FIGURA 13 muestra una secuencia para sintetizar DIBAC-Suc-PEG,—~VC—-
pPAB—PNP (Compuesto (VIII)).

[21] La FIGURA 14 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Carga util 1
(LP1).

[22] La FIGURA 15 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Carga Uutil 2
(LP2) y Enlazador—Carga util 3 (LP3).

[23] La FIGURA 16 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Cargas Utiles
4-11 (LP4-LP11).

[24] La FIGURA 17 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Carga util 12
(LP12).

[25] La FIGURA 18 muestra una secuencia de sintesis para hacer Enlazador—Carga
atil 12 (LP13) y Enlazador—Carga util 14 (LP14).

[26] La FIGURA 19 muestra un proceso sintético general para una conjugacién de
ADC a través de una reaccion clic [2+3] con LP4.

[27] La FIGURA 20 muestra un Gel SDS-PAGE tefido con Coomassie de un
anticuerpo anti-PRLR, anticuerpo anti-PRLR funcionalizado con azido, y conjugado
anticuerpo anti-PRLR-LP4 como se describe en el Ejemplo 59

[28] La FIGURA 21 muestra la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) de un
anticuerpo anti-PRLR, anticuerpo funcionalizado con azido, y Conjugado 4DAR anti-PRLR-
LP4 como se describe en el Ejemplo 59.

[29] La FIGURA 22 muestra una ESI-MS del anticuerpo anti-PRLR, anticuerpo anti-
PRLR funcionalizado con azido y conjugado anticuerpo anti-PRLR-LP4 como se describe
en el Ejemplo 59.

[30] Las FIGURAS 23A y 23B muestran la activacion de GR selectiva en células
293/PRLR/GRE-Luc y células 293/MMTV-Luc, respectivamente, mediante ADCs de
esteroides y control de budesonida como se describe en el Ejemplo 64.

[31] La FIGURA 24 muestra la contribucion del enlazador-carga util a la activacion
de GR por el ADC de esteroides y el control de budesonida segun se prueba en células
293/PRLR/GRE-Luc como se describe en el Ejemplo 65.

[32] Las FIGURAS 25A a 25D muestran la activacion del receptor de

glucocorticoides en wuna linea celular HEK293/MMTV-luc/IL-2Ry/IL7R  mediante
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Budesonida, 11-5 en la Tabla 1, y anti-IL2Ry ncADC a las veinticuatro (24), cuarenta y ocho
(48), o setenta y dos (72) horas como se describe en el Ejemplo 66.

[33] La FIGURA 26 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Carga util
(LP7).

[34] La FIGURA 27 muestra un proceso sintético para preparar el compuesto (27b).

[35] La FIGURA 28 muestra una secuencia para sintetizar Enlazador—Cargas Uutiles
(LP15 y LP16).

[36] La FIGURA 29 muestra un proceso sintético general para una conjugacion de
ADC a través de una reaccion clic [2+3] con Ciclodextrina-Enlazador-Cargas utiles.

[37] La FIGURA 30 muestra la bioactividad de los ADCs de esteroides con y sin
enlazadores de ciclodextrina en una gréafica de unidades relativas de luz (RLU) frente a
Logio [M].

[38] La FIGURA 31 muestra una secuencia para sintetizar ciertos esteroides (cargas
tiles 1-6) aqui descritos.

[39] La FIGURA 32 muestra una secuencia para sintetizar ciertos enlazador-
esteroides (LP101 a LP116).

[40] La FIGURA 33 muestra un proceso sintético general para una conjugacién de
ADC mediante reaccion clic [2+3].

[41] La FIGURA 34 muestra la ESI-MS de anti-PRLR Ab, anti-PRLR Ab—Ns, y anti-
PRLR-LPs.

[42] La FIGURA 35 muestra la ESI-MS de anti-Fel d1 Ab, anti-Fel d1 Ab—PEG3—Nj3,
y anti-Fel d1 Ab-LPs.

[43] Las FIGURAS 36A y 36B muestran la bioactividad de los ADCs de esteroides
en células positivas al antigeno (células 293 _PRLR_PBind GR/UAS-Luc) frente a en células
negativas al antigeno (células 293 _PBind GR/UAS-Luc), respectivamente, en una gréafica
de unidades relativas de luz (RLU) frente a Log;o [M].

[44] La FIGURA 37A muestra la concentracién en sangre media-tiempo proporciona
para los compuestos 4b y 6-I.

[45] La FIGURA 37B muestra el nivel de TNF-a en muestras de sangre de las cargas
Gtiles 4b y 6-1 como se describe en los Ejemplos 120-121.

DESCRIPCION DETALLADA
A. DEFINICIONES

[46] Como se utiliza aqui, “alquilo” se refiere a un radical hidrocarburo monovalente y
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saturado. El alquilo opcionalmente estd sustituido y puede ser lineal, ramificado, o ciclico,
es decir, cicloalquilo. El alquilo incluye, pero no se limita a, aquellos que tienen 1-20
atomos de carbono, es decir, alquilo de C;_»o; 1-12 atomos de carbono, es decir, alquilo de
Ci_12; 1-8 atomos de carbono, es decir, alquilo de C,_g; 1-6 4&tomos de carbono, es decir,
alquilo de C,; y 1-3 atomos de carbono, es decir, alquilo de C,_3. Ejemplos de radicales
alquilo incluyen, pero no se limitan a metilo, etilo, n—propilo, i—propilo, n—butilo, s—butilo, t—
butilo, i—butilo, un radical pentilo, un radical hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, y
ciclohexilo. “Alquileno” es alquilo divalente.

[47] Como se utiliza aqui, “haloalquilo” se refiere a alquilo, segin se define
anteriormente, en donde el alquilo incluye al menos un sustituyente seleccionado a partir de
un halégeno, por ejemplo, F, Cl, Br, o I.

[48] Como se utiliza aqui, “alquenilo” se refiere a un radical hidrocarburo
monovalente que contiene al menos dos atomos de carbono y uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono no aromaticos. El alquenilo opcionalmente estd sustituido y puede ser
lineal, ramificado, o ciclico. El alquenilo incluye, pero no se limita a, aquellos que tienen 2—
20 &tomos de carbono, es decir, alquenilo de C, 5; 2—12 a&tomos de carbono, es decir,
alquenilo de C,_;,; 2-8 atomos de carbono, es decir, alquenilo de C,g; 2—6 atomos de
carbono, es decir, alquenilo de C,; y 2—4 4tomos de carbono, es decir, alquenilo de C,_4.
Ejemplos de radicales alquenilo incluyen, pero no se limitan a vinilo, propenilo, butenilo, y
ciclohexenilo. “Alguenileno” es alquenilo divalente.

[49] Como se utiliza aqui, “alquinilo” se refiere a un radical hidrocarburo monovalente
gue contiene al menos dos atomos de carbono y uno o mas triples enlaces carbono-
carbono. El alquinilo opcionalmente esta sustituido y puede ser lineal, ramificado, o ciclico.
El alquinilo incluye, pero no se limita a, aquellos que tienen 2-20 atomos de carbono, es
decir, alquinilo de C,_»q; 2—12 atomos de carbono, es decir, alquinilo de C,_j,; 2—8 atomos
de carbono, es decir, alquinilo de C,_g; 2—6 4tomos de carbono, es decir, alquinilo de C,_¢; ¥y
2—4 atomos de carbono, es decir, alquinilo de C,_4. Ejemplos de radicales alquinilo incluyen,
pero no se limitan a etinilo, propinilo, y butinilo. “Alquinileno” es alquinilo divalente.

[50] Como se utiliza aqui, “alcoxi” se refiere a un radical hidrocarburo monovalente y
saturado en donde el hidrocarburo incluye un enlace sencillo a un atomo de oxigeno y en
donde el radical se localiza en el &tomo de oxigeno, por ejemplo, CH;CH,—O- para etoxi.
Los sustituyentes alcoxi se unen al compuesto que sustituyen a través de este atomo de

oxigeno del sustituyente alcoxi. El alcoxi opcionalmente estd sustituido y puede ser lineal,
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ramificado, o ciclico, es decir, cicloalcoxi. El alcoxi incluye, pero no se limita a, aquellos que
tienen 1-20 atomos de carbono, es decir, alcoxi de C;_,; 1-12 atomos de carbono, es
decir, alcoxi de C;_;»; 1-8 atomos de carbono, es decir, alcoxi de C,_g; 1-6 atomos de
carbono, es decir, alcoxi de C,¢; y 1-3 &tomos de carbono, es decir, alcoxi de Ci_s.
Ejemplos de los radicales alcoxi incluyen, pero no se limitan a metoxi, etoxi, n—propoxi, i—
propoxi, n—butoxi, s—butoxi, t—butoxi, i—butoxi, un radical pentoxi, un radical hexoxi,
ciclopropoxi, ciclobutoxi, ciclopentoxi, y ciclohexoxi.

[51] Como se utiliza aqui, “haloalcoxi” se refiere a alcoxi, segun se define
anteriormente, en donde el alcoxi incluye al menos un sustituyente seleccionado a partir de
un halégeno, por ejemplo, F, Cl, Br, o I.

[52] Como se utiliza aqui, “arilo” se refiere a un radical monovalente que es un
radical de un compuesto aromatico en donde los atomos del anillo son atomos de carbono.
El arilo opcionalmente estd sustituido y puede ser monociclico o policiclico, por ejemplo,
biciclico o triciclico. Ejemplos de radicales arilo incluyen, pero no se limitan a aquellos que
tienen 6 a 20 atomos de carbono del anillo, es decir, arilo de Cg_5; 6 a 15 atomos de
carbono del anillo, es decir, arilo de Cq 35, y 6 a 10 4&tomos de carbono del anillo, es decir,
arilo de Cq_1o. Ejemplos de radicales arilo incluyen, pero se limitan a fenilo, naftilo, fluorenilo,
azulenilo, antrilo, fenantrilo, y pirenilo.

[53] Como se utiliza aqui, “arilalquilo” se refiere a un radical monovalente que es un
radical de un compuesto alquilo, en donde el compuesto alquilo estd sustituido con un
sustituyente aromatico, es decir, el compuesto aroméatico incluye un enlace sencillo a un
grupo alquilo y en donde el radical se localiza en el grupo alquilo. Un grupo arilalquilo se
une a la estructura quimica ilustrada por medio del grupo alquilo. Un arilalquilo se puede

representar por la estructura, por ejemplo,

PN, CH; )\/CHE or :
B B CH,* B ™~ ' B : B~ " “CH,

en donde B es un radical aromatico, por ejemplo, fenilo. El arilalquilo opcionalmente esta
sustituido, es decir, el grupo arilo y/o el grupo alquilo, pueden estar sustituidos segun se
divulga aqui. Ejemplos del arilalquilo incluyen, pero no se limitan a, bencilo.

[54] Como se utiliza aqui, “ariloxi” se refiere a un radical monovalente que es un
radical de un compuesto aromatico en donde los atomos del anillo son &tomos de carbono y

en donde el anillo estd sustituido con un radical oxigeno, es decir, el compuesto aromatico
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incluye un enlace sencillo a un atomo de oxigeno y en donde el radical se localiza en el

0

atomo de oxigeno, por ejemplo, para fenoxi. Los sustituyentes ariloxi se unen al
compuesto que sustituyen a través de este atomo de oxigeno. El ariloxi opcionalmente esta
sustituido. El ariloxi incluye, pero no se limita a aquellos que tienen 6 a 20 &tomos de
carbono del anillo, es decir, ariloxi de Cg_50; 6 a 15 atomos de carbono del anillo, es decir,
ariloxi de Ce_s5, ¥y 6 @ 10 atomos de carbono del anillo, es decir, ariloxi de Cg_19. Ejemplos de
los radicales ariloxi incluyen, pero no se limitan a fenoxi, naftoxi, y antroxi.

[55] Como se utiliza aqui, “R*R°N-ariloxi” se refiere a un radical monovalente que es
un radical de un compuesto aromético en donde los atomos del anillo son atomos de
carbono y en donde el anillo est4 sustituido con un sustituyente R*R°N— y un radical
oxigeno, es decir, el compuesto aromatico incluye un enlace sencillo a un sustituyente

R?R°N- y un enlace sencillo a un 4&tomo de oxigeno y en donde el radical se localiza en el

RPRN
NN

atomo de oxigeno, por ejemplo, Z . Los sustituyentes R*R°N-ariloxi se unen al

o

compuesto que sustituyen a través de este atomo de oxigeno. R*R°N-ariloxi opcionalmente
esta sustituido. El R®R°N-ariloxi incluye, pero no se limita a aquellos que tienen 6 a 20
atomos de carbono del anillo, 6 a 15 atomos de carbono del anillo; y 6 a 10 atomos de
carbono del anillo. Un ejemplo de un radical R*R°"N—ariloxi incluye, pero no se limita a 4—

o
H3C\N

|
(dimetil-amino)—fenoxi, CHs

[56] Como se utiliza aqui, “arileno” se refiere a un radical divalente de un compuesto
aromatico en donde los &tomos del anillo son solo &omos de carbono. El arileno
opcionalmente esta sustituido y puede ser monociclico o policiclico, por ejemplo, biciclico o
triciclico. Ejemplos de los radicales arileno incluyen, pero no se limitan a aquellos que
tienen 6 a 20 atomos de carbono del anillo, es decir, arileno de Cs0; 6 a 15 atomos de
carbono del anillo, es decir, arileno de Cs_35, y 6 a 10 &tomos de carbono del anillo, es decir,
arileno de Cg_1o.

[57] Como se utiliza aqui, “heteroalquilo” se refiere a un alquilo en el cual uno o mas
atomos de carbono estan reemplazados por heterodtomos. Como se utiliza aqui,
“heteroalquenilo” se refiere a un alquenilo en el cual uno o mas atomos de carbono estan

reemplazados por heteroatomos. Como se utiliza aqui, “heteroalquinilo” se refiere a un
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alquinilo en el cual uno o més atomos de carbono estan reemplazados por heterodtomos.
Los heterodtomos adecuados incluyen, pero no se limitan a, &tomos de azufre, oxigeno, y
nitrégeno. El heteroalquilo opcionalmente esta sustituido. Ejemplos de los radicales
heteroalquilo incluyen, pero no se limitan a, aminoalquilo, sulfonilalquilo, sulfinilalquilo.
Ejemplos de los radicales heteroalquilo también incluyen, pero no se limitan a, metilamino,
metilsulfonilo, y metilsulfinilo.

[58] Como se utiliza aqui, “heteroarilo” se refiere a un radical monovalente que es un
radical de un compuesto aromético en donde los atomos del anillo contienen atomos de
carbono y al menos un atomo de oxigeno, azufre, nitrégeno, o fésforo. Ejemplos de los
radicales heteroarilo incluyen, pero no se limitan a aquellos que tienen 5 a 20 atomos del
anillo; 5 a 15 4tomos del anillo; y 5 a 10 atomos del anillo. El heteroarilo opcionalmente esta
sustituido.

[59] Como se utiliza aqui, “heteroarileno” se refiere a un arileno en el cual uno o mas
atomos de anillo del anillo aromatico estan reemplazados con un &tomo de oxigeno, azufre,
nitrégeno, o fosforo. El heteroarileno opcionalmente esta sustituido.

[60] Como se utiliza aqui, “heterocicloalquilo” se refiere a un cicloalquilo en el cual
uno o mas atomos de carbono estan reemplazados por heteroatomos. Los heteroatomos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, &omos de azufre, oxigeno, y nitrégeno. El
heterocicloalquilo opcionalmente esta sustituido. Ejemplos de radicales heterocicloalquilo
incluyen, pero no se limitan a, morfolinilo, piperidinilo, tetrahidropiranilo, pirrolidinilo,
imidazolidinilo, oxazolidinilo, tiazolidinilo, dioxolanilo, ditiolanilo, oxanilo, o tianilo.

[61] Como se utiliza aqui, “heterocicloalquilo que contiene N”, se refiere a un
cicloalquilo en el cual uno o mas atomos de carbono estdn reemplazados por heterodtomos
y en donde al menos un heteroatomo es un atomo de nitrdgeno. Los heteroatomos
adecuados ademas del nitrégeno, incluyen, pero no se limitan a atomos de oxigeno y
azufre. El heterocicloalquilo que contiene N opcionalmente estd sustituido. Ejemplos de los
radicales heterocicloalquilo que contiene N incluyen, pero no se limitan a, morfolinilo,
piperidinilo, pirrolidinilo, imidazolidinilo, oxazolidinilo, o tiazolidinilo.

[62] Como se utiliza aqui, “opcionalmente sustituido”, cuando se utiliza para describir
un radical, por ejemplo, alquilo opcionalmente sustituido, significa que tal radical
opcionalmente estd unido a uno o mas sustituyentes. Ejemplos de tales sustituyentes

incluyen, pero no se limitan a halo, ciano, nitro, haloalquilo, azido, epoxi, heteroarilo

opcionalmente sustituido, heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, '§‘ORA, 'é’SRA,
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10

0 0] 0] e} N
_§l|_RA _EJJ_ORA _EJJ_NRARB _E_NRCJ_I_RA _éll_NRARB

_g_ NRARB

R
—$- -RA  —§- -RA N 9 i
’ S(0) ’ S(0)2 , T o ™M) en donde R®, R® y R

N
_g_NRC_“_NRARB
son, independientemente en cada ocurrencia, un atomo de hidrégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroalquilo, heteroarilo, o heterocicloalquilo, 0 R* y
R®, conjuntamente con los 4tomos a los cuales se unen, forman un anillo carbociclico
saturado o insaturado, en donde el anillo opcionalmente esta sustituido y en donde uno o
mas atomos del anillo estan opcionalmente reemplazados con un heterodtomo. En ciertas
modalidades, cuando un radical opcionalmente esta sustituido con un heteroarilo
opcionalmente sustituido, heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, o anillo carbociclico
saturado o insaturado opcionalmente sustituido, los sustituyentes en el heteroarilo
opcionalmente sustituido, heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, o anillo carbociclico
saturado o insaturado opcionalmente sustituido, si estan sustituidos, no se sustituyen con
sustituyentes que estdn adicionalmente opcionalmente sustituidos con sustituyentes
adicionales. En algunas modalidades, cuando un grupo aqui descrito opcionalmente esta
sustituido, el sustituyente unido al grupo no esta sustituido a menos que se especifique lo
contrario.

[63] Como se utiliza aqui, “agente de unidn” se refiere a cualquier molécula capaz de
unirse con especificidad a un asociado de unién dado. En algunas modalidades, el agente
de unién es un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

[64] Como se utiliza aqui, “enlazador” se refiere a un radical divalente que enlaza
covalentemente el agente de union al esteroide aqui descrito.

[65] Como se utiliza aqui, "condiciones de sintesis de amida" se refiere a las
condiciones de reaccion adecuadas para facilitar la formacion de una amida, por ejemplo,
mediante la reaccion de un acido carboxilico, acido carboxilico activado, o haluro de acilo
con una amina. En algunos ejemplos, "condiciones de sintesis de amida" se refiere a las
condiciones de reaccion adecuadas para facilitar la formacién de un enlace amida entre un
acido carboxilico y una amina. En algunos de estos ejemplos, el acido carboxilico se
convierte primero a un &cido carboxilico activado antes de que el &cido carboxilico activado
reaccione con una amina para formar una amida. Las condiciones adecuadas para efectuar
la formacion de una amida incluyen, pero no se limitan a, aquellas que utilizan reactivos

para efectuar la reaccion entre un &cido carboxilico una amina, incluyendo, pero no limitado
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a, diciclohexilcarbodiimida (DCC), diisopropilcarbodiimida (DIC), (benzotriazol-1-
iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio hexafluorofosfato (BOP), (benzotriazol-1—
iloxi)tripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato (PyBOP), (7—azabenzotriazol-1—
iloxitripirrolidinofosfonio hexafluorofosfato (PyAOP), bromotripirrolidinofosfonio
hexafluorofosfato (PyBrOP), O—(benzotriazol-1—-il)-N,N,N’,N'-tetrametiluronio
hexafluorofosfato (HBTU), O—(benzotriazol-1—-il)-N,N,N’,N'—tetrametiluronio
tetrafluoroborato (TBTU), 1-[Bis(dimetilamino)metileno]1H-1,2,3—triazolo[4,5—b]piridinio 3—
oxid hexafluorofosfato (HATU), 2—Etoxi—1—etoxicarbonil-1,2—dihidroquinolina (EEDQ), 1-
Etil-3—(3—dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 2—Cloro-1,3—dimetilimidazolidinio
hexafluorofosfato (CIP), 2—cloro—4,6—dimetoxi—1,3,5-triazina (CDMT), y carbonildiimidazol
(CDI). En algunos ejemplos, un &cido carboxilico se convierte primero a un éster carboxilico
activado antes de reaccionar con una amina para formar un enlace amida. En ciertas
modalidades, el acido carboxilico se hace reaccionar con un reactivo. El reactivo activa el
acido carboxilico desprotonando el acido carboxilico y luego formando un complejo de
producto con el acido carboxilico desprotonado como resultado del ataque nucleofilico por
el acido carboxilico desprotonado sobre el reactivo protonado. Para ciertos &cidos
carboxilicos, este éster activado es mas susceptible posteriormente al ataque nucleofilico
por una amina que lo que lo es el &cido carboxilico antes de que se convierta. Esto da como
resultado la formacion de enlace amida. Como tal, el &cido carboxilico se describe como
activado. Los reactivos ejemplares incluyen DCC y DIC.

[66] Como se utiliza aqui, “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a una
cantidad (de un compuesto) que es suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico a
un paciente en el tratamiento o0 manejo de un padecimiento o desorden, o para retrasar o
minimizar uno o mas sintomas asociados con el padecimiento o desorden.

[67] Como se utiliza aqui, “derivado farmacéuticamente aceptable” se refiere a
cualquier forma, por ejemplo, éster o profarmaco de un compuesto, que proporciona dicho
compuesto tras la administracion a un paciente.

[68] Como se utiliza aqui, “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier
sal adecuada para la administracion a un paciente. Las sales adecuadas incluyen, pero no
se limitan a, aquellas divulgadas en Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci.,
1977, 66:1, incorporado aqui por referencia. Ejemplos de las sales incluyen, pero no se
limitan a, sales derivadas de acidos, derivadas de bases, organicas, inorganicas, de amina,

y de metales alcalinos o alcalinotérreos, incluyendo pero no limitado a, sales de calcio,
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sales de magnesio, sales de potasio, sales de sodio, sales de acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico, acido acético, acido propiodnico,
acido glicdlico, acido piravico, acido oxalico, acido maleico, acido malénico, acido succinico,
acido fumérico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, &cido cinamico, acido
mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluensulfénico, y &cido
salicilico, y similares.

[69] Ciertos grupos, radicales, sustituyentes, y atomos se representan con una linea
serpenteante que intersecta o tapa un enlace o enlaces para indicar el &tomo a través del
cual se unen los grupos, radicales, sustituyentes, &tomos. Por ejemplo, un grupo fenilo que

estd sustituido con un grupo propilo representado como:

CH CHs

4

CH; g CHs

tiene la siguiente estructura:
: CHj
CHs Como se utiliza aqui, las ilustraciones que muestran sustituyentes unidos a
un grupo ciclico (por ejemplo, anillo aromatico, heteroaromatico, fusionado, y cicloalquilo o
heterocicloalquilo saturado o insaturado) a través de un enlace entre los &tomos del anillo
tienen la intencién de indicar, a menos que se especifique lo contrario, que el grupo ciclico
puede estar sustituido con ese sustituyente en cualquier posicion del anillo en el grupo
ciclico o en cualquier anillo en el grupo de anillo fusionado, de acuerdo con las técnicas
aqui expuestas o que se conocen en el campo al cual pertenece la presente divulgacion.
(Rq
N
Por ejemplo, el grupo, <, en donde el subindice g es un entero desde 0 hasta 4 y en
que las posiciones del sustituyente R' se describen genéricamente, es decir, no estan
directamente unidas a ningun vértice de la estructura de linea de enlace, es decir, atomo de
carbono de anillo especifico, incluye los siguientes ejemplos, no limitativos, de grupos en

los que el sustituyente R' se une a un &tomo de carbono de anillo especifico:

R R R" R!
_§©§_ ’ @ ER1 R ’ R ’
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R" R
ST Tt T Ita
R" R ,@,@,@R1, Rﬂ@w, R
R R
@w @ @Fv @Fv
. R , R' R’ . R" R' |
R R
@W @w X R
R'" . R'" R @@ ,@w,
R R R R
Salalta, o, &
@R1, R" R , R' | R

R (r

n

R1
R" R' . Ademas, por ejemplo, el grupo, , en donde el subindice n
es un entero desde 0 hasta 19 y en que las posiciones del sustituyente R® se describen
genéricamente, es decir, se representan como no directamente unidas a ningun vértice de
la estructura de linea de enlace, incluye los siguientes ejemplos no limitativos de grupos en

que el sustituyente R° estd unido a un aomo de carbono de anillo especifico:
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[70] Como se utiliza aqui, la frase “enlazador reactivo” o la abreviatura “RL” se

refiere a un grupo monovalente que comprende un grupo reactivo y un grupo de enlace,

representado como, RG—L—%

, en donde RG es el grupo reactivo y L es el grupo de enlace.
El grupo de enlace es cualquier radical divalente que una el grupo reactivo a una carga util.
Los enlazadores reactivos (RL), conjuntamente con las cargas Utiles a las cuales se unen,
comprenden intermedios (“enlazador-cargas Utiles”) Gtiles como precursores sintéticos para
la preparacion de los conjugados de esteroides de anticuerpos aqui descritos. El enlazador
reactivo contiene un grupo reactivo (“RG”), que es un grupo funcional o radical que
reacciona con una porcion reactiva de un anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de
unién a antigeno del mismo. El radical que resulta de la reaccién del grupo reactivo con el
anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de union a antigeno del mismo,
conjuntamente con el grupo de enlace, comprenden la porcion de “enlazador de agente de
union” (“BL”") del conjugado, aqui descrita. En ciertas modalidades, el “grupo reactivo” es un
grupo funcional o radical (por ejemplo, maleimida o éster de NHS) que reacciona con un
residuo de cisteina o lisina de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En
ciertas modalidades, el “grupo reactivo” es un grupo funcional o radical que es capaz de
experimentar una reaccion de quimica clic. En algunas modalidades de dicha reaccién de
guimica clic, el grupo reactivo es un alquino que es capaz de experimentar una reaccién de
cicloadicion 1,3 con una azida. Tales grupos reactivos adecuados incluyen, pero no se
limitan a, alquinos tensionados, por ejemplo, aquellos adecuados para cicloadiciones de
alquino-azida promovidas por tension (SPAAC), cicloalquinos, por ejemplo, ciclooctinos,
alquinos benzanulados, y alquinos capaces de experimentar reacciones de cicloadicion 1,3
con azidas en ausencia de catalizadores de cobre. Los alquinos adecuados también
incluyen, pero no se limitan a, DIBAC, DIBO, BARAC, DIFO, alquinos sustituidos, por
ejemplo, fluorados, aza-cicloalquinos, BCN, y derivados de los mismos. Los enlazador-
cargas Utiles que comprenden tales grupos reactivos son Utiles para conjugar anticuerpos

gue han sido funcionalizados con grupos azido. Tales anticuerpos funcionalizados incluyen
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anticuerpos funcionalizados con grupos azido-polietilenglicol. En ciertas modalidades, tal
anticuerpo funcionalizado se deriva haciendo reaccionar un anticuerpo que comprende al
menos un residuo de glutamina, por ejemplo, la cadena pesada Q295 (numeracién EU), con
un compuesto de acuerdo con la formula H,N-LL-N3;, en donde LL es un grupo de

polietilenglicol divalente, en presencia de la enzima transglutaminasa.

[71] En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo,

gue puede reaccionar a través de quimica clic con una azida, por ejemplo, N:N:N}L, para

N )

formar un producto de quimica clic, por ejemplo, , SuU regioisémero, 0 una

mezcla de los mismos. En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo,

O/ﬁ(s\
@/&% @ |
A 0 , que puede reaccionar a través de quimica clic con una

azida, por ejemplo, N:N:N}i para formar un producto de quimica clic, por ejemplo,

En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo,

<
A\

CH

, que puede reaccionar a través de quimica clic con una azida, por ejemplo,

ff\ﬁ/h\%g
—N— N3,
N_N_N/E, para formar un producto de quimica clic, por ejemplo, su

regioisbmero, o una mezcla de los mismos. En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un

x
¥

grupo funcional, por ejemplo, O , que reacciona con un residuo de cisteina en un

anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, para formar un enlace al mismo, por
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Ab

N
ejemplo, ©O , en donde Ab se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo y S se refieren al atomo S en un residuo de cisteina a través del cual el grupo
funcional se une al Ab. En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un grupo funcional, por

o)

0
N\

(o)

ejemplo, © , que reacciona con un residuo de lisina en un anticuerpo o

fragmento de union a antigeno del mismo, para formar un enlace al mismo, por ejemplo,

Ab&ﬁ\fr

mismo y N se refieren al &omo N en un residuo de lisina a través del cual el grupo funcional

, en donde Ab se refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del

se une al Ab.

[72] Como se utiliza aqui, la frase “enlazador de agente de unién” o “BL” se refiere a
cualquier radical o grupo divalente que enlaza, conecta, o une un agente de unién (por
ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo) con un compuesto
de carga util aqui establecido (por ejemplo, esteroide). Generalmente, los enlazadores de
agente de unién adecuados para los conjugados de anticuerpos aqui descritos son aquellos
gue son suficientemente estables para explotar la vida media circulante del anticuerpo vy, al
mismo tiempo, capaces de liberar su carga util después de la internalizacién -mediada por
antigeno- del conjugado. Los enlazadores pueden ser escindibles o no escindibles. Los
enlazadores escindibles son enlazadores que se escinden por metabolismo intracelular
después de la internalizacién, por ejemplo, escisién por medio de hidrodlisis, reduccion, o
reaccion enzimatica. Los enlazadores no escindibles son enlazadores que liberan una carga
atil adjunta a través de la degradacion lisosomal del anticuerpo después de la
internalizacién. Los enlazadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, enlazadores
labiles al acido, enlazadores labiles a la hidrdlisis, enlazadores enzimaticamente
escindibles, enlazadores labiles a la reduccion, enlazadores autoinmolativos, y enlazadores
no escindibles. Los enlazadores adecuados también incluyen, pero no se limitan a, aquellos
gue son o comprenden glucurénidos, succinimida-tioéteres, unidades de polietilenglicol
(PEG), hidrazonas, unidades mal-caproilo, unidades disulfuro (por ejemplo, —-S-S—, —S—
C(R'R? —, en donde R' y R? son independientemente hidrégeno o hidrocarbilo), unidades

carbamato, unidades para-amino-bencilo (PAB), unidades fosfato, por ejemplo, unidades
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mono-, bis-, o tris- fosfato, y unidades péptido, por ejemplo, unidades péptido que contienen
dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho 0 mas aminoécidos, incluyendo, pero no limitado a,
valina-citrulina y unidades. En algunas modalidades, el enlazador de agente de union (BL)
comprende un radical que se forma por la reaccion del grupo reactivo (RG) de un enlazador
reactivo (RL) y la porcién reactiva del agente de union, por ejemplo, anticuerpo, anticuerpo

modificado, o fragmento de unién a antigeno del mismo.

[73] En algunos ejemplos, el BL comprende el siguiente radical:

1

su regioisomero, o una mezcla de los mismos, en donde % es el enlace al agente de union.

Y

1
X
NN
En algunos ejemplos, el BL comprende el siguiente radical: NN , Su

1
regioisbmero, o una mezcla de los mismos, en donde % es el enlace al agente de union. En

O/ﬁ%

il 0
N
L,
1

algunos ejemplos, el BL comprende el siguiente radical: , Su

N
/

1

regioisbmero, o una mezcla de los mismos, en donde ; es el enlace al agente de union. En

algunos ejemplos, el BL comprende el siguiente radical: °N , SU regioisbmero, 0 una

1

mezcla de los mismos, en donde % es el enlace al agente de unién. En algunos ejemplos,

o7

1
el BL comprende el siguiente radical: O , en donde § es el enlace a la cisteina del
anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo. En algunos ejemplos, el BL

1

1
comprende el siguiente radical: fej en donde § es el enlace a la lisina del anticuerpo o
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fragmento de unién a antigeno del mismo. En estos ejemplos, el enlace al agente de union
es directo o por medio de un enlazador. En modalidades patrticulares, el agente de union se
modifica con una azida para facilitar la uniébn al BL. Los ejemplos se describen a
continuacion.

5 B.ESTEROIDES

[74] Se proporcionan aqui compuestos que tienen la estructura de la Formula (A):

(Flef‘)n
R2

R1

RS
(A);
0 una sal, solvato, estereoisomero, o derivado farmacéuticamente aceptable de la misma,
10 endonde:
R'y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquilen-C(0)-O—, —OH, o halo; o R' y
R4
PN

. olNe)
R? conjuntamente forman v

en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene

15 en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene
N estan, independientemente en cada caso, opcionalmente sustituidos con —
NR?R”;

R® es —OH, R*C(0)-X—, heteroalquilo, piperidinilo, —-NR®R®, —oxiaril-NR?R", o -Z-

AR
20 R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R” es alquilo;
X es O o NR%
Zes S, S(0), S(0),, SO,NR? O, C(O)NR?, C(0), o NR%
A es arilo o heteroatrilo;
25 R" es, independientemente en cada caso, halo, alquilo opcionalmente sustituido, —
OH, 0 -NR*R";
R* y R® son, independientemente en cada caso, —-H o alquilo opcionalmente
sustituido;

n es un entero desde 0-19; y
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t es un entero desde 1-3;

con la condicién de que (1) R® no es —OH (a) cuando R* es —OH o (b) cuando R y

o O )
R? conjuntamente forman “* ***, en donde R* es C,alquilo o CHs y (2) R®no es
e
5 [75] En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A) tiene la estructura de la

Formula (Ah:

(A"

en donde R'-R® son segin se define anteriormente y R*® y R®® son cada una,
10 independientemente, halo o un atomo de hidrégeno.

[76] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R** y R*® son atomos
de hidrégeno. En algunas modalidades del compuesto de Formula (A'), R* y R*® son
fluoro. En algunas modalidades del compuesto de Formula (A'), R* es un atomo de
hidrogeno y R*® es fluoro.

15 [77] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R' es alquilen-C(O)-
O-u—-OH y R? es alquilo.
[78] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R' y R? conjuntamente
R
oo
forman ¥ ~*, en donde R* es arilo, arilalquilo, o alquilo, en donde el arilo, arilalquilo, y
alquilo estan opcionalmente sustituidos con —NR?R". En algunas modalidades, R* es —aril-
20 NR®R®. En algunas modalidades, R* es —fenil- NR°R".
[79] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R' y R? conjuntamente

X ; e :
forman “* ~ en donde R* es HoN 0

H3C—/_ :

[80] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (AY), R® es —OH, —-NR?R",
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(RP)

NR2RP
, en donde R” es halo, t es un entero desde 0 hasta 2,

N

o

®

3
R?-C(0)-X—, 0 =
R*esH, R’ esHo alquilo, XesO o NH, y R% es alquilo.

[81] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R® es —OH, —NH,, —

o)
§—OJ\(CH3 i—0 |N\ NH, §
—o{ >7OH
NHCHs, —N(CHa),, CHs Z , :
F
NH, i—0 NH;

c T
CHs Hyc HN—F N
oDy o e )
) , , 0 .
[82] En algunas modalidades del compuesto de Férmula (A'), R' y R? conjuntamente
R4
o)\o 4 ) . . . . . .
forman v ~*, en donde R" es arilo, arilalquilo, o alquilo, en donde el arilo, arilalquilo, y
alquilo estan opcionalmente sustituidos con —NR?R" R® es —OH, —-NR?R®, RZ-C(O)-X—, o]
- (RP)
§—O-6\W—NR3‘Rb
10 = , en donde R” es halo, t es un entero desde 0 hasta 2, R* es H, R” es H
o alquilo, X es O o NH, y R” es alquilo; y R®, independientemente en cada ocurrencia, es

fluoro o un atomo de hidrégeno.

[83] También se establecen compuestos de Férmula (A?):

15 (A?
en donde n es un entero desde 0 hasta 4 y R® es -OH o R*C(0)-O—; en donde R” es
alquilo. En ciertas modalidades, nes 0 o 1.

[84] También se establecen compuestos de Formula (A®):

I
i T
T

0]

H2N—(CH2)n/<

)

20 (A%
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en donde n es un entero desde 1-4 y R® es —OH o R*-C(0)-O—; en donde R* es alquilo. En
ciertas modalidades, n es 2.

[85] También se establecen compuestos de Férmula (A%):

5 (AY
en donde R® es -NR°R” y R* es alquilo, en donde R® y R" son cada una,
independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, o R? y R, tomadas conjuntamente
forman un anillo de 3-7 miembros. En ciertas modalidades, R* es alquilo de C,.,. En algunas
modalidades, R* es propilo. En ciertas modalidades, R® es —NH,, —-NHCH3, 0 —N(CH5),.

10 [86] También se establecen compuestos de Férmula (A%):

(A°)
en donde R* es alquilo, R™ es halo o0 un atomo de hidrégeno, y R™ es -NR®R® u —OH, en
donde R® y R” son cada una, independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo. En
15 algunas modalidades, R* es alquilo de Cy.4 y R™? es —NH,.

[87] También se establecen compuestos de Férmula (A®):

(A%

(RP); RY
=X (CHa)o.+—NRR® _NRA-
en donde R® es , RZC(O)X—, §—NR®~(CHy)o.1 , 0 NR?R", en
20 donde X es O o NR?, @ es arilo o heteroarilo, R” es halo, t es un entero desde 0-2, R*y

RP son cada una, independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, R* es alquilo, y R®
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(RP)

SK
§—O-@NRaRb
es alcoxi, y R* es alquilo. En algunas modalidades, R® es =

[88] También se establecen aqui compuestos de Férmula (A”)

(R°)

S X (CH,)o.—NRERP
5 en donde R® es , en donde X es O o NR?, @ es arilo o

heteroarilo, R” es halo, t es un entero desde 0-2, R® y R° son cada una,
independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, R* es un atomo de hidrégeno o

(RPy,

—O‘GNRaRb
fluoro, y R*® es fluoro. En algunas modalidades, R® es =

[89] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

10 dela Férmula (l):

V)

o una sal, solvato, estereocisomero, o derivado farmacéuticamente aceptable de la misma,

en donde:
15 R* y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(0)-O—, —OH, o halo; o R' y
R4
A

) o~ o
R? conjuntamente forman 4~

en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene

en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene
20 N estan, independientemente en cada caso, opcionalmente sustituidos con -
NR?R";

R® es —OH, alquil-C(0)-O—, heteroalquilo, -NR?R", -NR®*R —ariloxi, 0 R*R°N-ariloxi—,
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en donde el alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, -NR®R®, y R*R°N-ariloxi- estan opcionalmente
sustituidos con halo;

R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;

R?y R” son, independientemente en cada caso, H o alquilo; y

n es un entero desde 0-19;

con la condicién de que R® no es —OH cuando ya sea (a) o (b): (a) R* es —OH o (b)

o O |
R®y R? conjuntamente forman *¥ “** y R* es un C,_salquilo o CHy

[90] En algunos de estos ejemplos, R' y R? se seleccionan, independientemente, a

partir de —H, alquilo, alqui-C(O)-O—, —OH, y halo. En algunos otros ejemplos, R' y R?

R

o)\o

conjuntamente forman “* “**. En ciertos ejemplos, R* es —H. En ciertos otros ejemplos, R*
es alquilo. En algunos ejemplos, R* es alquil-C(0)-O-. En algunos otros ejemplos, R* es —
OH. En ciertos ejemplos, R' es halo. En ciertos otros ejemplos, R* es —F. En algunos
ejemplos, R' es —Cl. En algunos otros ejemplos, R' es —Br. En ciertos ejemplos, R* es —I.
En ciertos otros ejemplos, R? es —OH. En algunos ejemplos, R? es halo. En algunos otros
ejemplos, R? es —F. En ciertos ejemplos, R? es —Cl. En ciertos otros ejemplos, R* es —Br. En
algunos ejemplos, R? es —I.

[91] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® es —OH. En algunos ejemplos, R® es
halo tal como pero no limitado a —F, —CI, —Br, o —I. En algunos ejemplos, R® es —F. En
algunos ejemplos, R® es —ClI. En algunos ejemplos, R® es —Br. En algunos ejemplos, R® es —
I. En algunos ejemplos, R® es alquilo tal como, pero no limitado a, metilo, etilo, propilo,
butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos ejemplos, R°® es bencilo.

[92] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® se selecciona a partir de —OH, alquil—
C(0)-0O-, y R®R"N-ariloxi. En algunos de estos ejemplos, alquil-C(0)-O— o R*R°N-ariloxi
opcionalmente esta sustituido con halo. En algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos

ejemplos, R® es alquil-C(0)-O-. En algunos ejemplos, R® es R*R°N-ariloxi. En algunos

(@]
° A
H.C
J s N

ejemplos, R® es HsC o . En algunos ejemplos, R® es

(0]
NP
C
e \ﬁ O)z
2 .

algunos ejemplos, R® es En algunos ejemplos, R® es
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o)
CH, 0
- | )J\
0
CH
he” ¢ o
CHs

. En algunos ejemplos, R® es Ha .
[93] En algunos ejemplos de Férmula (1), R® es —OH, alquil-C(O)-O—-, heteroalquilo,
—NR®R", 0 R®R"N-ariloxi, en donde alquil-C(0)—-O- , heteroalquilo, -NR®R®, 0 R*R°N—ariloxi
opcionalmente esté sustituido con halo. R* y R” son, independientemente en cada caso, —H
5 o alquilo.
[94] En algunos ejemplos, R® es R°R°N-ariloxi, en donde R* y R son,

independientemente en cada caso, —H o alquilo.

C }%
HoN o
[95] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

v ;

H,N 0 %
H,N o]
(F)oy : 3
. En algunos ejemplos, R” es . En algunos
F, F
F
N VLL‘U
HoN O/ HoN O/
10 ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es
R F
HoN 071,
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
Y oy
HoN o/ HoN 0/
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
/ /
H2N 0] HoN (0]

ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
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o
En algunos ejemplos, R® es CHs

[96] En algunos ejemplos, R® es R°R°N-ariloxi, en donde R* y R son,
independientemente en cada caso, —H o alquilo.

[97] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R* se selecciona a partir del grupo que
consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N. En algunos de
estos ejemplos, alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —NR®R". En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero
no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n-butilo. En
algunos ejemplos, R* es i—butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En
algunos ejemplos, R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo, 0 nonilo. En algunos
ejemplos, R* es arilo tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es
fenilo. En algunos ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como
pero no limitado a bencilo. En algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal
como pero no limitado a piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—-amino—fenilo. En
algunos ejemplos, R* es 4-aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.

RbRﬁN\—
[98] En algunos ejemplos, R* es \ / , en donde R*® y R" son,

independientemente en cada caso, H o alquilo.

NR?RP

[99] En algunos ejemplos, R* es

RPREN

[100] En algunos ejemplos, R* es

RbRaN—<: :)—%
[101] En algunos ejemplos, R* es .
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HoN
[102] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
- -
HoN
(Flo . En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos,

F

Ho \ / % HoN
R* es . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
R F
HoN %
H,N

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F . En

. . R F
H2N H2N—<% g)—%
5 algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F F .

F
HaN

En algunos ejemplos, R* es

-n

En algunos ejemplos, R* es

F
HaN

F

T,
H2N—<: >—’
[103] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

T
H,N
T
HoN
(F)oy : 4 < >
. En algunos ejemplos, R" es . En algunos
F
F
Y .
HoN HoN
10  ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
R F
T

HoN

En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
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R F
R F
e T
HoN HoN
F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
R F F
T T
HoN HzN
ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es F
F
T
HoN
En algunos ejemplos, R* es F

HR®N %
[104] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
HR®N

P . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

E F
HRN HRN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es . En
F F
R F
HR®N g
HR®N
algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F
R F
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es
R F F
HR®N HREN
F F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
F
HR®N :
\ / °

ejemplos, R* es F
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D
HR®N
[105] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es

HR?N

HR®N

. En algunos ejemplos, R* es . En algunos
F
VLLI,
HREN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
. R F
T

HR®N HR®N

. En algunos ejemplos, R* es . En algunos

R F
R F
HREN HR®N
ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F
R F
TP
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es
F F
P
HR®N HR®N
F . En algunos ejemplos, R* es F

[106] En algunos ejemplos, R* es alquilo sustituido con amino tal como, pero no
limitado a, metil-amino, etil-amino, propil-amino, butil-amino, pentil-amino, hexil-amino,
heptil-amino, octil-amino, o nonil-amino. En algunos ejemplos, R* es metil-amino. En
algunos ejemplos, R* es etil-amino. En algunos ejemplos, R* es n—propil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i—propil-amino. En algunos ejemplos, R* es n-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i-butil-amino. En algunos ejemplos, R* es t-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es pentil-amino. En algunos ejemplos, R* es hexil-amino. En algunos
ejemplos, R* es heptil-amino. En algunos ejemplos, R* es octil-amino. En algunos

ejemplos, R* es nonil-amino.
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[107] En algunos ejemplos, R* es HsC . En algunos ejemplos, R* es
TP

HaN . En algunos ejemplos, R* es Hn . En algunos ejemplos, R* es

[108] En algunos ejemplos, aqui, R* y R® se seleccionan, independientemente en
cada caso, a partir de H y alquilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R® son H. En
algunos ejemplos, ambas de R* y R son metilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R®
son etilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R” son propilo. En algunos ejemplos, una de
R? 0 R” es —H y la otra es alquilo. En algunos ejemplos, una de R* o R” es —H y la otra es
metilo. En algunos ejemplos, una de R® 0 R® es —H y la otra es etilo. En algunos ejemplos,
una de R 0 R® es —H y la otra es propilo.

[109] En algunos ejemplos, n es un entero desde 0-19. En algunos ejemplos, n es 0.
En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En algunos otros ejemplos,
n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5. En algunos otros
ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos, n es 8. En ciertos
ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros ejemplos, n es 11. En
ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En ciertos ejemplos, n es 14.
En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n es 16. En ciertos ejemplos, n
es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n es 19.

[110] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® no es —-OH cuando R* es —OH.

[111] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® no es —OH cuando R' y R?

R4

PN

o ©0
conjuntamente forman “} " en donde R* es un Ci_oalquilo 0 4—(dimetil-amino)—fenilo.

[112] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

R4

A

o ©
donde R' y R? conjuntamente forman A P En algunos de estos ejemplos, R* es alquilo,

arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N. En ciertos ejemplos, alquilo, arilo,



10

15

20

25

30

heteroarilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con —NR®R". En algunos de estos ejemplos, R* es alquilo. En algunos de estos ejemplos, R*
es arilo. En algunos de estos ejemplos, R* es arilalquilo. En algunos de estos ejemplos, R*
es heterocicloalquilo que contiene N. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero no
limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n-butilo. En
algunos ejemplos, R* es i-butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En
algunos ejemplos, R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo, 0 nonilo. En algunos
ejemplos, R* es arilo tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es
fenilo. En algunos ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R* es heteroaril- tal como
pero no limitado a tiofeno o fenol. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como pero no
limitado a bencilo. En algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal como
pero no limitado a piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—amino—fenilo. En algunos
ejemplos, R* es 4—aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.
[113] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en
R4
P

o O

N VIRV V.V

donde R y R? conjuntamente forman “** %~ en donde R* se selecciona a partir del grupo
gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N; y en donde
alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con -NR®R": y en donde la estereoquimica del carbono indicado por * es la configuracién R.
[114] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

R4

P

o 0

V.V VRV

donde R' y R? conjuntamente forman ¥ "7~ en donde R* se selecciona a partir del grupo
gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N; y en donde
alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con -NR®R"; y en donde la estereoquimica del carbono indicado por * es la configuracion S.

[115] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (l), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula (Pla):
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(Pla).
En algunos de estos ejemplos, R' y R? se seleccionan, independientemente, a partir
de -H, alquilo, alquil-C(0)-O-, —OH, y halo. En algunos otros ejemplos, R' y R?

R4

PN

0”0
conjuntamente forman “ “**. En ciertos ejemplos, R* es —H. En ciertos otros ejemplos, R*

es alquilo. En algunos ejemplos, R* es alquil-C(0)-O-. En algunos otros ejemplos, R es —
OH. En ciertos ejemplos, R' es halo. En ciertos otros ejemplos, R' es —F. En algunos
ejemplos, R' es —Cl. En algunos otros ejemplos, R* es —Br. En ciertos ejemplos, R* es —I.
En ciertos otros ejemplos, R? es —OH. En algunos ejemplos, R? es halo. En algunos otros
ejemplos, R? es —F. En ciertos ejemplos, R? es —Cl. En ciertos otros ejemplos, R* es —Br. En
algunos ejemplos, R? es —I.

[116] En algunos ejemplos en la Férmula (Pla), R® es —OH. En algunos ejemplos, R®
es halo tal como pero no limitado a —F, —Cl, —Br, o —I. En algunos ejemplos, R® es —F. En
algunos ejemplos, R® es —ClI. En algunos ejemplos, R® es —Br. En algunos ejemplos, R® es —
I. En algunos ejemplos, R® es alquilo tal como, pero no limitado a, metilo, etilo, propilo,
butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo.

[117] En algunos ejemplos, en la Férmula (Pla), R® se selecciona a partir de —OH,
alquil-C(O)-0O—-, y R*R°N-ariloxi. En algunos de estos ejemplos, alquil-C(O)-O- o0 R*R°N—
ariloxi opcionalmente esta sustituido con halo. En algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos

ejemplos, R® es alquil-C(O)-O-. En algunos ejemplos, R® es R*R°N-ariloxi—. En algunos

(@]
° A
H.C
J s N

ejemplos, R® es HiC o . En algunos ejemplos, R® es

0
c )J\

c 3
_ . Hac/ ¢ 0

algunos ejemplos, R” es Ha .

o)
CH, 0
" | )J\
0
CH ‘71L
he” ¢ o
CHs

. En algunos ejemplos, R® es Ha . En algunos

En algunos ejemplos, R® es
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ejemplos, R® es R?R°N-ariloxi—. En algunos ejemplos, R® es -NR?R—ariloxi.

[118] En algunos ejemplos, en la Férmula (Pla), R* se selecciona a partir del grupo
gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N. En algunos
de estos ejemplos, alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —NR®R®. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero
no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n—butilo. En
algunos ejemplos, R* es i-butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En algunos ejemplos, R* es heptilo. En
algunos ejemplos, R* es octilo, o nonilo. En algunos ejemplos, R* es arilo tal como pero no
limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es fenilo. En algunos ejemplos, R* es
naftilo. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como pero no limitado a bencilo. En
algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal como pero no limitado a
piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—amino—fenilo. En algunos ejemplos, R* es 4—

aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.

HoN
[119] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
) -~
HoN
Flos . En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos,

F

e
R* es . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
R F
HoN
HoN %
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F . En
. . R F
HoN H2N—<E g>—%
algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F F :
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HoN

En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es

F
HaN

F

T,
HoN
[120] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es

.
HoN
T
HoN
(F) oy . 4
. En algunos ejemplos, R" es . En algunos
F
F
N U
HzN HoN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
F, F
T
HaN
En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
R F
R F
U T
HaN HoN
F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
F F F
U, U,
H,N H,N
ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es F
F
o
HoN
En algunos ejemplos, R* es F

HRaN—< >—§
[121] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
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HR®N
( ) HRaN4©_7\/‘V
F .
0-4 . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

r F

HR®N HR?N
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es . En
F, F
R F
HR®N %
HR®N
algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F
R F
HR®N %
En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es
R F F
HR®N HREN
F F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
F
HR®N
ejemplos, R* es F

o
HR®N
[122] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es

HRZN

0-4 . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

F
U,
HR®N

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

. F F

T

HREN HR2N

. En algunos ejemplos, R* es . En algunos



10

15

20

35

R F
R F
HRAN HR?N
ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F
R F
P
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es
F F
TP oy
HREN HRN
F . En algunos ejemplos, R* es F

[123] En algunos ejemplos, R* es alquilo sustituido con amino tal como, pero no
limitado a, metil-amino, etil-amino, propil-amino, butil-amino, pentil-amino, hexil-amino,
heptil-amino, octil-amino, o nonil-amino. En algunos ejemplos, R* es metil-amino. En
algunos ejemplos, R* es etil-amino. En algunos ejemplos, R* es n—propil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i—propil-amino. En algunos ejemplos, R* es n-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i-butil-amino. En algunos ejemplos, R* es t-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es pentil-amino. En algunos ejemplos, R* es hexil-amino. En algunos
ejemplos, R* es heptil-amino. En algunos ejemplos, R* es octil-amino. En algunos
ejemplos, R* es nonil-amino.

P

[124] En algunos ejemplos, R* es HsC . En algunos ejemplos, R* es

T
/_/ "

HoN . En algunos ejemplos, R* es HN

[125] En algunos ejemplos, aqui, R* y R® se seleccionan, independientemente en
cada caso, a partir de —H o alquilo. En algunos ejemplos, ambas de R® y R son —H. En
algunos ejemplos, ambas de R* y R son metilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R®
son etilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R” son propilo. En algunos ejemplos, una de
R? 0 R” es —H y la otra es alquilo. En algunos ejemplos, una de R* o R” es —H y la otra es

metilo. En algunos ejemplos, una de R* 0 R® es —H y la otra es etilo. En algunos ejemplos,

una de R 0 R® es —H y la otra es propilo.
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[126] En algunos ejemplos, en la Formula (Pla), n es un entero desde 0-19. En
algunos ejemplos, n es 0. En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2.
En algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es
5. En algunos otros ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros
ejemplos, n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos
otros ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13.
En ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n
es 16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos
ejemplos, n es 19.

[127] En algunos ejemplos, en la Férmula (Pla), R® no es —OH cuando R* es —OH.

[128] En algunos ejemplos, en la Férmula (Pla), R® no es —OH cuando R y R?

R4

A

0o~ o
conjuntamente forman * “** en donde R* es un C,_salquilo 0 4—(dimetil-amino)—fenilo. En

H2N—<: :)—%
algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

T

HoN

[129] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula (PIb-1) o (PIb-2):

(9,
0 | (F|<5)n
4 O
R "<O o R4'<O 5
o o]
RS 0 RS .

(Plb-1) (P1b-2)
[130] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (Plc-1) o (Plc-2):

(RS). (RS)
o) | o) |
R4““'< R4\n"<
o) 0 0 0
o) o)
RS 0 R® )

(Plc-1) (Plc-2)
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[131] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula (Pld-1) o (PId-2):

(F). (F),
0] | fe) |
R* '<o o Rt <o o
o} o
R3 0 R3 )

(Pld-1) (PId-2)
En algunos ejemplos, n es 0. En algunos ejemplos, n es 1. En algunos ejemplos, n
es 2.
[132] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (Ple-1) o (Ple-2):

(Ple-1) (Ple-2)

[133] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb=2), (Plc-1), (PIc=2), (Pld-1), (PId-2), (Ple-1), o (Ple-2) en donde R® se selecciona
a partir de alquil-C(O)-O- o R®*R°N-ariloxi—; en donde alquil-C(0)-O—, o R®*R°N-ariloxi—
estan opcionalmente sustituidos con halo.

[134] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb-2), (Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (Pld-2), (Ple-1), o (Ple-2), en donde R® es alquil-
C(0O)-O- opcionalmente sustituido con halo.

[135] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—

1), (PIb-2), (Plc-1), (PIc-2), (Pld-1), (Pld—2), (Ple-1), o (Ple-2), en donde R® es

D

[136] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb=2), (Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (PId-2), (Ple-1), o (Ple—2), en donde R® es R*R°N-
ariloxi— opcionalmente sustituido con halo.

[137] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—

1), (PIb-2), (Plc-1), (PIc-2), (Pld-1), (Pld—2), (Ple-1), o (Ple-=2), en donde R® es
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RbRaNOO\ %

[138] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—

1), (PIb-2), (Plc-1), (PIc-2), (Pld-1), (Pld—2), (Ple-1), o (Ple-=2), en donde R® es

HZNOO\ ;

[139] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb-2), (Plc-1), (PIc-2), (Pld-1), (Pld—2), (Ple-1), o (Ple-=2), en donde R® se
selecciona a partir de —OH, alqui-C(0)-O-, y R®R°N-ariloxi—. En algunos de estos
ejemplos, alquil-C(O)-O— o R®*R°N-ariloxi- opcionalmente esta sustituido con halo. En
algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos ejemplos, R® es alquil-C(O)-O-. En algunos

0]

ejemplos, R® es R*R°N-ariloxi—. En algunos ejemplos, R® es HC 0 . En algunos

0 0
3 ¢
\C 0 Hgo/ ¢ 0
H i 3
2 . En algunos ejemplos, R® es Ha :
CHg 0

0
%/‘a
CHy _
L
e CH\C o 2‘

Hz . En algunos ejemplos, R® es R?R°N-ariloxi—. En algunos ejemplos,

ejemplos, R® es

En algunos ejemplos, R® es En algunos ejemplos, R® es

R® es -NR®R"-ariloxi.

[140] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb=2), (Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (PId-2), (Ple-1), o (Ple—2), en donde R® es R*R°N-
ariloxi—, en donde R® y R® son, independientemente en cada caso, H o alquilo.

[141] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb-2), (Plc-1), (PIc-2), (Pld-1), (Pld-2), (Ple-1), o (Ple-2), en donde R’ se
selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo
gue contiene N. En algunos de estos ejemplos, alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo
que contiene N estan opcionalmente sustituidos con —NR?R". En algunos ejemplos, R* es
alquilo tal como, pero no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,

o nonilo. En algunos ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos
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ejemplos, R* es n—propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R*
es n-butilo. En algunos ejemplos, R* es i-butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En
algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En algunos ejemplos,
R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo, o nonilo. En algunos ejemplos, R* es arilo
tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es fenilo. En algunos
ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como pero no limitado a
bencilo. En algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal como pero no
limitado a piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—amino—fenilo. En algunos ejemplos, R*

es 4—aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.

HoN
[142] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
HZNAO—% Vbl,l’

| H2N4©_/

(Flos . En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos,

F

T
R* es . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
F F
R F
HoN %
HoN

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F . En

. . R F
HoN HoN %

algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F F

F
HoN

En algunos ejemplos, R* es

n

En algunos ejemplos, R* es

E
HoN

F

T,
H2N—<: >—’
[143] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
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HoN

T
0-4 . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

F
D U
HoN HoN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
F F
T
HoN

En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

R F

. T,

HoN

R F
HoN

F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
R F F
T T
HoN H2N
F F F .

En algunos ejemplos, R* es F

HRaN—< >—§
[144] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
HR®N
Fos . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

F

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

F

"’L-(q’

E

HR®N HR®N

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es . En

HR®N %
HR®N

algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F
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R F
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es
R F F
HREN HRN
F F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos

A%

ejemplos, R* es F

iy
HR®N
[145] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es

HR?N
HR®N
(F)og i 4
. En algunos ejemplos, R es . En algunos
F
e
HR®N
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
. R F
P
HR®N HR®N
. En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
F F
HR:N4§:>_7‘ HRaN;Q_]\
ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F .
R F
T
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es
F F
P P,
HR®N HR®N

F . En algunos ejemplos, R* es F
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[146] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Pla), (Plb—
1), (PIb-2), (Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (Pld-2), (Ple-1), o (Ple-2), en donde R es alquilo
sustituido con amino tal como, pero no limitado a, metil-amino, etilFamino, propil-amino,
butil-amino, pentil-amino, hexil-amino, heptil-amino, octil-amino, o nonil-amino. En
algunos ejemplos, R* es metil-amino. En algunos ejemplos, R* es etiamino. En algunos
ejemplos, R* es n—propil-amino. En algunos ejemplos, R* es i—propil-amino. En algunos
ejemplos, R* es n-butil-amino. En algunos ejemplos, R* es i-buti-amino. En algunos
ejemplos, R* es t-buti-amino. En algunos ejemplos, R* es penti-amino. En algunos
ejemplos, R* es hexil-amino. En algunos ejemplos, R* es hepti-amino. En algunos

ejemplos, R* es octil-amino. En algunos ejemplos, R* es nonil-amino.

s

[147] En algunos ejemplos, R* es HsC . En algunos ejemplos, R* es

.
Y

HoN . En algunos ejemplos, R* es HN

[148] El compuesto de Férmula (I) no es uno de los siguientes compuestos:

~ ;
HN—@—O 0 OH

[149] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula (PII):

(PII).

[150] En la Férmula (PIl), R® se selecciona a partir de —OH, alquil-C(0)-O—-, o
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R®R°N-ariloxi. En algunos de estos ejemplos, alquil-C(O)-O— o R®R°N-ariloxi
opcionalmente esta sustituido con halo. En algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos

ejemplos, R® es alquil-C(O)-O-. En algunos ejemplos, R® es R?R°N-ariloxi—. En algunos

(0]
0
o
Jos NN

ejemplos, R® es HC ° . En algunos ejemplos, R® es

0
Hp

3C/ C\C)}\O/‘1€L

algunos ejemplos, R® es Ha .

o)
CHs o)
- | )J\
0 ‘7_LL
CH
he” ¢ o
CHsj Hz

. En algunos ejemplos, R® es

En algunos ejemplos, R® es

. En algunos
ejemplos, R® es R®R°N-ariloxi-.

[151] En algunos ejemplos, en la Férmula (PIl), R* se selecciona a partir del grupo
gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N. En algunos
de estos ejemplos, alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —NR®R®. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero
no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n-butilo. En
algunos ejemplos, R* es i-butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En
algunos ejemplos, R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es arilo tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es
fenilo. En algunos ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como
pero no limitado a bencilo. En algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal
como pero no limitado a piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—-amino—fenilo. En

algunos ejemplos, R* es 4-aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.

HQN—< :)—%
[152] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
- -~ 7
HoN
(Fos . En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos,
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Hol \ / % HzN
R* es . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
R F
H,N
HoN

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F . En

R F
R F
H2N HoN
algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F F

F

HoN

-n

En algunos ejemplos, R* es En algunos ejemplos, R* es

F
HoN

F

T,
H2N—<: >—’
[153] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

T
H,N
Y
HoN
(F)oy : 4 < >
. En algunos ejemplos, R" es . En algunos
F
F
Vl,bb V\Q,L_
H,N HoN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
R F
T
HoN
En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
R F
F F
V’Jz,b VLI’I,
HoN HoN

F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
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F F F
‘% v"%
HoN H2N

ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es F

F

T
HoN

En algunos ejemplos, R* es F

HRaN—< :}—%
[154] En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
HR®N
Poa . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

E F
HR®N HR®N
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es . En
R F
R F
HR®N %
HR®N
algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F
R F
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es
R F F
HREN HRN
F F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
F
HR®N :
\_/

ejemplos, R* es F

o
HR®N
[155] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
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HREN
0-4 . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
F
VLLI/
HREN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es
. R F
T
HR®N HR®N
. En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
R F
HR3N4§:>_7\ HR:N;Q_]\
ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F .
R, F
T
HR®N
En algunos ejemplos, R* es F F . En algunos ejemplos, R* es
F F
U Y
HR®N HR®N
F . En algunos ejemplos, R* es F

[156] En algunos ejemplos, R* es alquilo sustituido con amino tal como, pero no
limitado a, metil-amino, etil-amino, propil-amino, butil-amino, pentil-amino, hexil-amino,
heptil-amino, octil-amino, o nonil-amino. En algunos ejemplos, R* es metil-amino. En
algunos ejemplos, R* es etil-amino. En algunos ejemplos, R* es n—propil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i—propil-amino. En algunos ejemplos, R* es n-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i-butil-amino. En algunos ejemplos, R* es t-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es pentil-amino. En algunos ejemplos, R* es hexil-amino. En algunos
ejemplos, R* es heptil-amino. En algunos ejemplos, R* es octil-amino. En algunos
ejemplos, R* es nonil-amino.

P

[157] En algunos ejemplos, R* es HsC . En algunos ejemplos, R* es
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P

HoN . En algunos ejemplos, R* es HN

[158] En algunos ejemplos, aqui, R* y R® se seleccionan, independientemente en
cada caso, a partir de H o alquilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R® son —H. En
algunos ejemplos, ambas de R* y R son metilo. En algunos ejemplos, ambas de R® y R”
son etilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R” son propilo. En algunos ejemplos, una de
R? 0 R” es —H y la otra es alquilo. En algunos ejemplos, una de R* o R” es —H y la otra es
metilo. En algunos ejemplos, una de R® 0 R® es —H y la otra es etilo. En algunos ejemplos,
una de R* 0o R® es —H y la otra es propilo.

[159] En algunos ejemplos, en la Férmula (PII), n es un entero desde 0-19. En
algunos ejemplos, n es 0. En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2.
En algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es
5. En algunos otros ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros
ejemplos, n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos
otros ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13.
En ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n
es 16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos
ejemplos, n es 19.

[160] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (Plla) o (PlIb):

(PIla) o (PIIb)

[161] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Plla) o
(Plib), en donde R* se selecciona a partir de 4—amino—fenilo, 4—amino—1—metilfenilo, 2—
amino—etilo, piperidinilo, o propilo. En algunos ejemplos, R* es 4—amino—fenilo. En algunos
ejemplos, R* es 4—amino—1-metil-fenilo. En algunos ejemplos, R* es 2—amino—etilo. En
algunos ejemplos, R* es piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es propilo. En algunos
ejemplos, R* es n—propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo.

[162] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Plla) o
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(Pllb), en donde R® se selecciona a partir de alquil-C(0)-O- o R*R°N-ariloxi; en donde
alquil-C(O)-0O—-, o R®R°N-ariloxi estan opcionalmente sustituidos con halo.

[163] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Plla) o

o) O}f
(PlIb), en donde R® es j/\ .

[164] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (Plla) o

RbRaNOO\
(PlIb), en donde R® es f’é

[165] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Plla) o

O
(PlIb), en donde R® es "SS

[166] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (Plla) o

(PlIb), en donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PIII):

(PIIT)

[167] En la Férmula (PIll), R® se selecciona a partir de H o —NR®R". En algunos
ejemplos, R° es H. En algunos otros ejemplos, R® es -NR°R®, R*, R*, y el subindice n se
definen como en la Formula | y como se indica anteriormente.

[168] En la Férmula (PIll), R y R, se seleccionan cada una, independientemente
en cada caso, a partir de H, F, 0 —-NR®R".

[169] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (lll), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (Pllla) o (Pllb):

(Pllla) o (PIIb)

[170] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (l), en
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donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PIV):

(PIV)

En la Férmula (PIV), -NR?R®, R*, R®, y el subindice n se definen como en la Férmula
| y como se indica anteriormente.
5 [171] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PV):

(PV)

En la Férmula (PV), R*, R* y el subindice n se definen como en la Férmula | y como
se indica anteriormente.
10 [172] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (PV), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PVa) o (PVb):

[173] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (l), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PVI):

15 (PVD)
En la Férmula (PVI) R® se selecciona a partir de alquil-C(0)-O- o R*R°N-ariloxi, en
donde alquil-C(O)-O—-, o0 -NR®*R -ariloxi estan opcionalmente sustituidos con halo.

[174] En algunos ejemplos, en la Férmula (PVI), R* se selecciona a partir de —H, —
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OH, halo, o alquilo. En algunos ejemplos, R* es halo tal como pero no limitado a —F, —ClI, —
Br, o —I. En algunos ejemplos, R* es —F. En algunos ejemplos, R* es —CI. En algunos
ejemplos, R* es —Br. En algunos ejemplos, R* es —I. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal
como, pero no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, 0 nonilo.
5 El subindice n es un entero desde 0-19. En algunos ejemplos, n es 0. En algunos otros
ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos
ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5. En algunos otros ejemplos, n es 6. En
ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos, n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En
algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es
10  12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos,
n es 15. En algunos otros ejemplos, n es 16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros
ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n es 19.
[175] En algunos ejemplos, en la Férmula (PVI), R® se selecciona a partir de —OH,
alquil-C(O)-0—, -NR®R", o NR®R’-ariloxi. En algunos de estos ejemplos, alquil-C(0)-O- o
15 R®R°N-ariloxi opcionalmente esta sustituido con halo. En algunos ejemplos, R® es —OH. En
algunos ejemplos, R® es alquil-C(O)-O—-. En algunos ejemplos, R® es R®*R"N-ariloxi.
[176] En algunos ejemplos, R® es -NR®R". En algunos ejemplos, R®> es —NH,. En
algunos ejemplos, R® es -NH(CH).

[177] En algunos ejemplos, R® es R*R°N—ariloxi.

T,
H2N4®70/
20 [178] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

HoN o
7%
H,N o

- . En algunos ejemplos, R® es . En algunos

. K F
.
HaN o/ HZN@O%
ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es .
R F

7«,

HoN o

En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
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R F F, F
Y Y,
HoN O/ HoN O/
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
/ /
HoN (¢] HoN (0]
ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
HN/VLLL
0

En algunos ejemplos, R® es CHs
[179] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

5 donde el compuesto tiene la estructura de la Féormula (PVII):

En la Férmula (PVII) R® se selecciona a partir de alquil-C(0)—O- o R*R°N-ariloxi, en

donde alquil-C(O)-O—-, o R®*R°N—-ariloxi estan opcionalmente sustituidos con halo.
[180] En algunos ejemplos, en la Férmula (PVII), R* se selecciona a partir de —H, —
10 OH, halo, o alquilo. En algunos ejemplos, R* es halo tal como pero no limitado a —F, —ClI, —
Br, o —I. En algunos ejemplos, R* es —F. En algunos ejemplos, R* es —CI. En algunos
ejemplos, R* es —Br. En algunos ejemplos, R* es —I. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal
como, pero no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, 0 nonilo.
El subindice n es un entero desde 0-19. En algunos ejemplos, n es 0. En algunos otros
15 ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos
ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5. En algunos otros ejemplos, n es 6. En
ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos, n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En
algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es

12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos,
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n es 15. En algunos otros ejemplos, n es 16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros
ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n es 19. En algunos ejemplos, en la Férmula (PVII),
R® se selecciona a partir de —OH, alquil-C(0)-O—, -NR°R", 0 R*R°N-ariloxi. En algunos de
estos ejemplos, alquil-C(O)-O- o NR*R —ariloxi opcionalmente esta sustituido con halo. En
5 algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos ejemplos, R® es alquil-C(0)-O-. En algunos
ejemplos, R® es R®*R°N-ariloxi.
[181] En algunos ejemplos, R® es -NR®R". En algunos ejemplos, R®> es —NH,. En
algunos ejemplos, R® es -NH(CH).

[182] En algunos ejemplos, R® es R*R°N—ariloxi—.

T,
H2N4®70/
10 [183] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es
= F
HoN o]
7%,
(F)0_4 HoN o

En algunos ejemplos, R® es . En algunos

. F F
TP
HaN o/ HZN@O%
ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es .
R F

7"\,

HoN o
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
I /
HoN 0o H2N o
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
71'1, 71'1,
HoN (6} HoN [0}

15 ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
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HN

o
En algunos ejemplos, R® es CHs
[184] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (PVII), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PVlla):

5
(PVlla).
[185] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (PVII), en
donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PVIib):
10 (PVIIb).

[186] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (PVII),
H3C—NH
/sz
(PVlla), o (PVIIb), en donde R® es s 0 R®*R°N-ariloxi- opcionalmente sustituido

con halo.

[187] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Foérmula (PVII),

RbRaNOO\
15  (PVlla), o (PVIIb), en donde R® es f’é

[188] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Foérmula (PVII),

O,
(PVlla), o (PVIIb), en donde R® es r’é

[189] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Férmula (PVII), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula (PVIlb-1) o (PVIIb-2):
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(PVIIb-1) (PVIIb-2).
[190] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (PVII),
(PVIIa), (PVIIb), (PVIIb-1), o (PVIIb—2), en donde R* es alquil-C(0)-O- 0 R*R°N—ariloxi.
[191] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Férmula (PVIII):

(PVII).

[192] En algunos ejemplos, de cualquiera de la Férmula (PI), (Pla), (Plb-1), (PIb-2),
(PIc-1), (PIc-2), (PId-1), (PId—2), (Ple-1), (Ple-2), (PII), (Plia), (Plib), (Pllla), (PliIb), (PIV),
(PV), (PVa), (PVb), (PVI), (PVII), (PVIIa), (PVIIb), (PVIIb-1), o (PVIIb—2), en donde halo,
cuando esta presente, es fluoro.

[193] En algunos ejemplos del compuesto de Férmula (1), R' y R? se seleccionan,
independientemente, a partir de —H, alquilo, alquil-C(O)-O-, —OH, o halo. En algunos otros
R4

o)\o

ejemplos, R' y R? conjuntamente forman ~ “#*. En ciertos ejemplos, R' es —H. En ciertos
otros ejemplos, R* es alquilo. En algunos ejemplos, R* es alquil-C(O)-O-. En algunos otros
ejemplos, R' es —OH. En ciertos ejemplos, R* es halo. En ciertos otros ejemplos, R* es —F.
En algunos ejemplos, R* es —CI. En algunos otros ejemplos, R es —Br. En ciertos ejemplos,
R' es —I. En ciertos otros ejemplos, R?> es —OH. En algunos ejemplos, R? es halo. En
algunos otros ejemplos, R? es —F. En ciertos ejemplos, R? es —Cl. En ciertos otros ejemplos,
R? es —Br. En algunos ejemplos, R? es —I.

[194] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® se selecciona, independientemente
en cada caso, a partir de —OH, halo, alquilo, o arilalquilo. En algunos ejemplos, R®> es —OH.
En algunos ejemplos, R® es halo tal como pero no limitado a —F, —CI, —=Br, o —I. En algunos

ejemplos, R® es —F. En algunos ejemplos, R® es —Cl. En algunos ejemplos, R> es —Br. En
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algunos ejemplos, R® es —I. En algunos ejemplos, R® es alquilo tal como, pero no limitado a,
metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos ejemplos, R®
es bencilo.

[195] En algunos ejemplos, en la Formula (1), R* se selecciona a partir del grupo que
consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N. En algunos de
estos ejemplos, alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —NR®R®. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero
no limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n-butilo. En
algunos ejemplos, R* es i-butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En
algunos ejemplos, R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es arilo tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En algunos ejemplos, R* es
fenilo. En algunos ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R* es arilalquil- tal como
pero no limitado a bencilo. En algunos ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N tal
como pero no limitado a piperidinilo. En algunos ejemplos, R* es 4—amino—fenilo. En

algunos ejemplos, R* es 4-aminofenilo opcionalmente sustituido con halo.

HoN
[196] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es
HZNAO—% VLLI’

(I) )

Foa . En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos,

F

[VaVAVAVa)

TN/ -
R* es . En algunos ejemplos, R* es . En algunos
R F
R F
HoN
HoN %
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es F . En
R F
R F
HoN H2N—<E g>—%
algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es F F :
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HoN

En algunos ejemplos, R* es F . En algunos ejemplos, R* es

F
HaN

F

T,
HoN
[197] En algunos ejemplos, R* es C . En algunos ejemplos, R* es

“u

T
0-4 . En algunos ejemplos, R* es . En algunos

F
Y, .
HzN HoN
ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

H,N

F F

T

HaN

En algunos ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

R F
., T

HoN

R F
HaN

F . En algunos ejemplos, R* es F . En algunos
F F F
U, U,
HoN H2N
F F F .

HoN

ejemplos, R* es . En algunos ejemplos, R* es

F

.

En algunos ejemplos, R* es F
[198] En algunos ejemplos, R* es alquilo sustituido con amino tal como, pero no
limitado a, metil-amino, etil-amino, propil-amino, butil-amino, pentil-amino, hexil-amino,

heptil-amino, octil-amino, o nonil-amino. En algunos ejemplos, R* es metil-amino. En
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algunos ejemplos, R* es etil-amino. En algunos ejemplos, R* es n—propil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i—propil-amino. En algunos ejemplos, R* es n-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es i-butil-amino. En algunos ejemplos, R* es t-butil-amino. En
algunos ejemplos, R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentil-amino. En algunos
ejemplos, R* es hexil-amino. En algunos ejemplos, R* es heptil-amino. En algunos

ejemplos, R* es octil-amino. En algunos ejemplos, R* es nonil-amino.

U

[199] En algunos ejemplos, R* es HsC . En algunos ejemplos, R* es

T
/_/ "
HoN . En algunos ejemplos, R* es HN

[200] En algunos ejemplos, aqui, R* y R® se seleccionan, independientemente en
cada caso, a partir de H o alquilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R® son H. En
algunos ejemplos, ambas de R* y R son metilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R®
son etilo. En algunos ejemplos, ambas de R* y R” son propilo. En algunos ejemplos, una de
R* 0 R” es H y la otra es alquilo. En algunos ejemplos, una de R® o R® es H y la otra es
metilo. En algunos ejemplos, una de R* o R® es H y la otra es etilo. En algunos ejemplos,
una de R* o R” es H y la otra es propilo.

[201] En algunos ejemplos, en la Formula (1), n es un entero desde 0-19. En algunos
ejemplos, n es 0. En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En
algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5.
En algunos otros ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos,
n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros
ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En
ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n es
16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n
es 19.

[202] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® no es —-OH cuando R* es —OH.

[203] En algunos ejemplos, en la Férmula (1), R® no es —OH cuando R! y R?

R4
A

0o~ o
conjuntamente forman *¥* “** en donde R* es un C;_salquilo o0 4—(dimetil-amino)—fenilo.

[204] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en
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R4

PN

o~ "o
donde R! y R? conjuntamente forman “* “**. En algunos de estos ejemplos, R* es alquilo,

arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N. En ciertos ejemplos, alquilo, arilo,
arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos con —-NR?R".
En algunos de estos ejemplos, R* es alquilo. En algunos de estos ejemplos, R* es arilo. En
algunos de estos ejemplos, R* es arilalquilo. En algunos de estos ejemplos, R* es
heterocicloalquilo que contiene N. En algunos ejemplos, R* es alquilo tal como, pero no
limitado a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, o nonilo. En algunos
ejemplos, R* es metilo. En algunos ejemplos, R* es etilo. En algunos ejemplos, R* es n—
propilo. En algunos ejemplos, R* es i—propilo. En algunos ejemplos, R* es n-butilo. En
algunos ejemplos, R* es i—butilo. En algunos ejemplos, R* es t-butilo. En algunos ejemplos,
R* es sec—butilo. En algunos ejemplos, R* es pentilo. En algunos ejemplos, R* es hexilo. En
algunos ejemplos, R* es heptilo. En algunos ejemplos, R* es octilo. En algunos ejemplos, R*
es nonilo. En algunos ejemplos, R* es arilo tal como pero no limitado a fenilo o naftilo. En
algunos ejemplos, R* es fenilo. En algunos ejemplos, R* es naftilo. En algunos ejemplos, R*
es arilalquil- tal como pero no limitado a bencilo. En algunos ejemplos, R* es
heterocicloalquilo que contiene N tal como pero no limitado a piperidinilo. En algunos
ejemplos, R* es 4-amino—fenilo. En algunos ejemplos, R* es 4—aminofenilo opcionalmente
sustituido con halo.

[205] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (l), en

R4

PN

o~ o
donde R! y R? conjuntamente forman % *** en donde R* se selecciona a partir del grupo

gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N; y en donde
alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con -NR®R"; y en donde la estereoquimica del carbono indicado por * es R.

[206] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (l), en

R4

PN

o~ o
donde R! y R? conjuntamente forman “** *** en donde R* se selecciona a partir del grupo

gue consiste en alquilo, arilo, arilalquilo, y un heterocicloalquilo que contiene N; y en donde
alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con —-NR?R"; y en donde la estereoquimica del carbono indicado por * es S.

[207] En la Férmula (I), R® no es —OH cuando R' es —OH o cuando R!' y R?



59

R4
o)\o

conjuntamente forman *¥ “** en donde R* es un C,_salquilo 0 4—(dimetil-amino)—fenilo.
[208] En algunos ejemplos, la carga util aqui establecida es un derivado o analogo
de budesonida o diflorasona. En ciertos ejemplos, el derivado es una amina o anilina que
contiene la molécula que esta relacionada en estructura a la budesonida o diflorasona.
5 Como se establece aqui, las cargas utiles aqui establecidas asi como otros esteroides
pueden conjugarse a un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo con
base en los métodos aqui establecidos. Como se establece aqui, las cargas utiles aqui
establecidas asi como otros esteroides pueden conjugarse a un anticuerpo, o un fragmento
de unién a antigeno del mismo, y también a un radical ciclodextrina con base en los
10 métodos aqui establecidos. Como se ensefla aqui, enlazador—cargas Utiles estables
pueden utilizarse con estos métodos de conjugacién para producir anticuerpo—esteroide—
conjugados. En algunos ejemplos, los conjugados anticuerpo-esteroide también incluyen un

radical ciclodextrina.

[209] En algunas modalidades, se proporcionan aqui compuestos de Formula (1Y):

(F|<5)n
R2

R1

15 R®
();
o sal, solvato, estereoisémero, o derivado farmacéuticamente aceptable de la misma,
en donde:
R* y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(0)-O—, —OH, o halo; o R' y
R
PN

o giNe)
20  R?conjuntamente forman v

en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene

en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene
N estan, independientemente en cada caso, opcionalmente sustituidos con —
25 NR*R”;
R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R? es —OH, alquil-C(O)-O-, o —X-aril-NR®R®, en donde X se selecciona a partir de

S, S(0), S(0),, SO.NR? CONR? C(0), o NR? en donde el alquil-C(O)-O- y —X—aril-NR®R"
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estan opcionalmente sustituidos con halo o profarmaco.
R?y R” son, independientemente en cada caso, H o alquilo, arilo;
R es —H o alquilo; y
n es un entero desde 0-19;

5 con la condicién de que R® no es —OH cuando ya sea (a) o (b): (a) R* es —OH o (b)

%
)Rj HSC\N/©/

O O |
R'y R? conjuntamente forman *¥ “** y R* es un C,_salquilo o CH,

[210] En algunos de estos ejemplos, alquil-C(O)-O— o0 —X-ari-NR°R"
opcionalmente esta sustituido con halo. En algunos ejemplos, R® es —OH. En algunos

ejemplos, R® es alquil-C(0)-O-. En algunos ejemplos, R® es R*R°N-ariloxi. En algunos

0
0
o
Jos NN

10 ejemplos, R® es HC o . En algunos ejemplos, R® es

0
H
/CZ\)}\/‘Q?—
HaC o o)
’ Ha . En algunos ejemplos, R® es

o)
CHs o
" | )J\
0
CH
he” ¢ o
CHs

. 3
. En algunos ejemplos, R® es Ha .

algunos ejemplos, R® es

[211] En algunos ejemplos, R® es —X-aril-NR?R".

C p
HoN o]
[212] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

H,N o
7"‘/1,
H,N o

15 - . En algunos ejemplos, R® es . En algunos

; R F
» &
HoN o HzN o
ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es .
R F

7»

HoN (0]

En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
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R F R F
Y Y,
HoN O/ HoN O/
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F
/ /
H,N (¢] HoN (6}
ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
}a
H2N4®78
[213] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es
/ F
HoN S
7%,
HoN S
(F)0_4 . 3
. En algunos ejemplos, R® es . En algunos

: F F
D
e e
ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es .
R F

V/”w

HoN S
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
P, 7‘%
HoN s/ H2N S
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
71'1, 7"1,
H2oN S HoN S
ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F

HoN S
[214] En algunos ejemplos, R® es \\o . En algunos ejemplos, R® es

HoN 37% F
2 \\O 7%
HoN s\\

(F)0_4 . 3
. En algunos ejemplos, R” es o . En algunos
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. F, F
T
HoN s< HaN SZ%
ejemplos, R® es A} . En algunos ejemplos, R® es \o
R F
HoN S
\\o
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
Y U
HoN s/ HoN s<
\ \
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
S /
HoN s\ HoN s\
\0 \0
ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
O,
HN{%\\J‘L
’ \
[215] En algunos ejemplos, R® es \o . En algunos ejemplos, R® es
O
HaN \\syw F U,
2 o)
\\O HoN \\s/
oy . En algunos ejemplos, R® es \\o . En algunos
r F F
0. Q
HoN \\S/ HzN \\87‘4(
ejemplos, R® es \\o . En algunos ejemplos, R® es \\o
F F
0,
H Y
LN S\
\O
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
o Qe o,
\/ \/
HoN S HoN S
\ N\
o (6]
F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
0, 0. .
\/ \/
H2oN S HoN S
\ \

ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F
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HoN NH
[216] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

V/l’"u .
HoN NH
/"
) H,N NH
F .
0-4 . En algunos ejemplos, R® es . En algunos
R F
.
”/%
HoN NH HoN NH
ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es
R F
HoN NH
En algunos ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es
R F R F
% ”
HoN NH HoN NH
5 F . En algunos ejemplos, R® es F F . En algunos
F F
/™ /™
HoN NH HoN NH
ejemplos, R® es F . En algunos ejemplos, R® es F

[217] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde R® tiene una estructura seleccionada a partir de una de las siguientes estructuras:

- s Orsy O8O
@) NR
oy Oy ey O-Ey O
(NRaRb)q | (NRaRb)q | (NRaRb)q | (NRaRb)q o (NRaRb)q
o
apb
10 [218] En algunos ejemplos, R® es <NR R>q . En algunos ejemplos, R® es

NR? s
sy R

(NRaRb>q (NRaRb>q

. En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

P Q, 0
5y e

(NRaRb)q (NRaRb>q

. En algunos ejemplos, R® es . En estos ejemplos, g es un entero

desde 0 hasta 5.
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[219] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde R? tiene una estructura seleccionada a partir de una de las siguientes estructuras:

? Ry
<%£2;;OE;’<%£2;;Nﬁg’<%£;§i8\f’<%£2;;sﬁg’o ( Sff.

NH ),

Oy

(N Hz)q

[220] En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

NH NH

( 2>q . En algunos ejemplos, R® es ( 2)q . En algunos ejemplos, R® es
S/C/) Q\ //O

NH NH

( 2>q . En algunos ejemplos, R® es ( 2>q . En estos ejemplos, g es un entero

desde 0 hasta 5.
[221] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde R? tiene una estructura seleccionada a partir de una de las siguientes estructuras:

0]
) ) ) ) (0]

Q0

H,N ~
=)0y
En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos, R® es

. En algunos ejemplos, R® es . En algunos ejemplos,

/(/) O\\ /,O
H,N S\?s H,N S
R%es . En algunos ejemplos, R® es .

[222] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto de Formula (1), en

donde el compuesto tiene la estructura de la Formula 1000:

5
) (R)n
R
R1 0
N
(0]
R3 OH

1000
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0 una sal, solvato, o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de la misma. En la
Formula 1000, R' y R? se seleccionan, independientemente, a partir del grupo que consiste
R4
o)\o
en -H, -OH, alquilo, -O-C(O)-alquilo, y halo; o R' y R? conjuntamente forman “* ***, en
donde R* se selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroarilo, -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-heteroarilen-Y-NR°R®, y
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y
esta ausente o -CH,-. R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -OH, -O-C(O)-
alquilo, -O-arilo, -NR®R®, -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R", y
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y
esta ausente o -CH,-. R® se selecciona, independientemente en cada caso, a partir de un
sustituyente en el grupo que consiste en —OH, halo, y alquilo; n es un entero desde 0-19; y
cada R° se posiciona en cualquier aomo de anillo. R* y R” se seleccionan,
independientemente en cada caso, a partir del grupo que consiste en —H y alquilo; o0 R* y R®
se ciclizan para formar cicloheteroalquilo con tres a seis atomos de anillo, incluyendo un
heteroatomo, que es el N al cual se unen. R?* y R” estan, independientemente en cada caso,
opcionalmente sustituidas con al menos un sustituyente seleccionado a partir del grupo que
consiste en -OH, -PO4H, NH,, -C(O)OH, y -C(O)CHs.

[223] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos de acuerdo con la
Formula 1000, en donde R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-
NRR®, -X-arilen-Y-NR®R", -X-heteroarilen-Y-NR®R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en
donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y estd ausente 0 -CH,-; y R* se
selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroarilo,
-alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que
contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o0 -CH,-.

[224] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos de acuerdo con la
Formula 1000, en donde R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -OH, -O-C(O)-
alquilo, -O-arilo, -NR®R®, -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R", y
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y
esta ausente o -CH,-; y R* se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR?R”,
-X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR®R"®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde
X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-.

[225] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos de acuerdo con la
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Formula 1000, en donde R® es -NR°R”; y R* es alquilo. En ciertas modalidades, R® es —NH,.
En ciertas modalidades, R* es n-propilo. En ciertas modalidades, R® es —-NH, y R* es n-
propilo.

[226] En ciertas modalidades, el compuesto de Formula 1000 es de acuerdo con la

5 Férmula 1010, 1020, 1030, o 1040:

1030 1040
10 ounasal, solvato, o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de la misma.
[227] En ciertas modalidades, el compuesto de Formula 1000 es de acuerdo con la

Formula 1110, 1120, 1130, o 1140:

15

1130 1140

0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de la misma.
[228] En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de las Formulas 1000-1140,
R® es -OH o -O-C(O)-alquilo; y R* es -alquilen-NR?R®, -X-arilen-NR?R®, -X-heteroarilen-
20 NR®R® o heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente o -CH,-. En ciertas
modalidades, R* es -alquilen-NH,, -C¢Hs-NH, 0 -CH,-CgHs-NH..

[229] En ciertas modalidades de acuerdo con cualquiera de las Formulas 1000-1140,
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R® es -O-arilo, -NR°R®, -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, o
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y
esta ausente 0 -CH,-; y R* es alquilo, arilo, alquilarilo, o arilalquilo. En ciertas modalidades,
R® es -O-arilen-NR°R®, -O-heteroarilen-NR?R®; en donde arilo o0 heteroarilo opcionalmente
5  esta sustituido con halégeno, deuterio, hidroxilo, o metoxilo. En ciertas modalidades, R® es -
O-fenil-NR?R?, -O-heteroarilen-NR?R®; en donde fenilo o heteroarilo opcionalmente esta
sustituido con halégeno o deuterio. En ciertas modalidades de acuerdo con este parrafo, R?
es n-propilo.

[230] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos de acuerdo con
10  cualquiera de las Férmulas 1000-1140, en donde R® es -NR°R" y R* es alquilo. En ciertas
modalidades, R® es —NH,. En ciertas modalidades, R* es n-propilo. En ciertas modalidades,

R® es —-NH, y R* es n-propilo.
[231] En cualquiera de las Formulas 1000-1140, R® puede ser cualquier R®

especifica proporcionada anteriormente. En modalidades particulares, R® es -NH,, -

o

o8
H>N

. En modalidades particulares, R® es :

(O

15 N(H)CHS, 'N(CH3)2, 0

s T
™ o e T ¢ 5
0 HaN O HyN__N__O
S gt L0
H,N H X H2N

Foore
0]
o H,N
- -
o 4
En modalidades particulares, R® es F , HO , O
Dy
D o]

o)
- e HoN D
N D

™ . En modalidades particulares, R3 es
20 [232] En cualquiera de las Férmulas 1000-1140, R* puede ser cualquier R*

especifica proporcionada anteriormente. En modalidades particulares, R* se selecciona a
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O O
H,N

partir de -CH,-CHy-NH,, : oY . En

modalidades particulares, R* es n-propilo.

[233] También se establecen aqui compuestos que tienen las siguientes estructuras:
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0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de las mismas.

[234] Se incluyen dentro del alcance de esta divulgacion sales, solvatos, formas
cristalinas, formas amorfas, formas polimérficas, regioisbmeros, estereocisbmeros,
profarmacos, por ejemplo, fosfatasa-profarmacos, glucosa-profarmacos, profarmacos de
éster, etcétera, metabolitos, y aductos fisiologicos farmacéuticamente aceptables de las
cargas Utiles de esteroides aqui descritas, incluyendo aquellos de Formula (1), (I y (AH-
(A").

C. CONJUGADOS DE ESTEROIDE DE PROTEINA

[235] Se proporcionan aqui conjugados de proteina de los esteroides aqui descritos.
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Tales conjugados incluyen proteinas, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno de los mismos, que se unen covalentemente, por ejemplo, a través de los
enlazadores de agente de union aqui descritos, a los compuestos descritos en la Seccién B
anterior, por ejemplo, los compuestos de Formula (A), (A'), (A%, (A%, (AY), (A%, (A%, (A,
), (1Y), (Pla), (PIb-1), (PIb-2), Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (Pld-2), (Ple-1), (Ple-2), (PII),
(Plla), (PIIb), (P1I), (Pl1a), (PIlIb), (PIV), (PV), (PVa), (PVb), (PVI), (PVII), (PVIla), (PVIIb),
(PVIIb-1), (PVIIb=2), (PVIII), y (1000)-(1140).

[236] El enlazador de agente de unidén se puede unir a un esteroide aqui descrito en
cualquier radical o posicién adecuada del esteroide, incluyendo, por ejemplo, a través de
una amida, éter, éster, carbamato, o amina. Por ejemplo, el enlazador de agente de unién
puede unirse a los compuestos a través de R', R®, o R* o grupo hidroxilo representado

Formula (Ah):

(A).

En ciertas modalidades, los esteroides aqui descritos se unen al enlazador de
agente de union reaccionando un grupo amino o hidroxilo del esteroide con un grupo
reactivo adecuado presente en el enlazador. En algunas modalidades, el enlazador de
agente de union también incluye un radical ciclodextrina. Por ejemplo, el radical
ciclodextrina puede unirse a la estructura quimica principal del enlazador de agente de
union.

[237] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos que tienen la
estructura:

BA-(L-PAY) «
en donde BA es un agente de union segun se describe aqui; L es un enlazador opcional
segun se describe aqui; PAY es un compuesto de esteroide segun se describe aqui; y x es
un entero desde 1-30. En modalidades particulares, cada PAY es un radical obtenible
mediante la remocién de un atomo, por ejemplo un atomo de hidrégeno a partir de un
compuesto de acuerdo con una Férmula seleccionada a partir del grupo que consiste en las
Formulas (A), (A, (A?), (A%, (A%, (A%, (A%, (A), (1), (11), (Pla), (Plb—1), (PIb—2), Plc-1),

(PIc=2), (PId-1), (Pld-2), (Ple-1), (Ple=2), (PII), (Plla), (PIIb), (PIll), (Pllla), (Pllib), (PIV),
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(PV), (PVa), (PVb), (PVI), (PVII), (PVIla), (PVIIb), (PVIIb-1), (PVIIb-2), (PVII), y (1000)-
(1140). Ejemplos de tales compuestos se describen en detalle a continuacion.
[238] En ciertas modalidades, se proporcionan aqui compuestos que tienen la

estructura de la Férmula (l11):

R2
R ©
BA-t3 0
R3
5 X
(ny;
en donde ya sea (a) o (b):
(RP);
_BL_X_(CH2)0_2 X_

(a) R® es -BL—, —-BL-X—, 0 ;
R' y R? son cada una, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(0)-O—, —

R4

PN

@) (@]
10 OH, o halo; 0 R' y R? conjuntamente forman “Y* *** | en donde R* es alquilo,

arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N; en donde el alquilo,

arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente

sustituidos con —NR?*R®: o

(b) R® es —OH, alquil-C(0)-O—-, heteroalquilo, -NR*R" o ariloxi, en donde el
15 alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con —

R4

PN

o O
NR?R®, -NR®R -ariloxi, 0 halo, y R' y R? conjuntamente forman “Y* *** en

—BL—X@» CHo)y—
donde R* es —BL—, (CHz)o-2 . TBL=X—(CHy)14— o —BL—

Y, en donde Y es un heterociclo divalente que contiene N;
—BL~- es un enlazador de agente de union divalente;
20 R°® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R?y R” son, independientemente en cada caso, —H o alquilo;

R, independientemente en cada caso, es halo;
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BA es un agente de unién unido a —BL—;

X, independientemente en cada caso, es NR* u O;

@ es arilo o heteroarilo;

t es un entero desde 0-2;

X es un entero desde 1-30; y

n es un entero desde 0-19.

[239] En algunos ejemplos, el subindice xes 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30. En algunos ejemplos, el
subindice x es 0. En algunos ejemplos, el subindice x es 1. En algunos ejemplos, el
subindice x es 2. En algunos ejemplos, el subindice x es 3. En algunos ejemplos, el
subindice x es 4. En algunos ejemplos, el subindice x es 5. En algunos ejemplos, el
subindice x es 6. En algunos ejemplos, el subindice x es 7. En algunos ejemplos, el
subindice x es 8. En algunos ejemplos, el subindice x es 9. En algunos ejemplos, el
subindice x es 10. En algunos ejemplos, el subindice x es 11. En algunos ejemplos, el
subindice x es 12. En algunos ejemplos, el subindice x es 13. En algunos ejemplos, el
subindice x es 14. En algunos ejemplos, el subindice x es 15. En algunos ejemplos, el
subindice x es 16. En algunos ejemplos, el subindice x es 17. En algunos ejemplos, el
subindice x es 18. En algunos ejemplos, el subindice x es 19. En algunos ejemplos, el
subindice x es 20. En algunos ejemplos, el subindice x es 21. En algunos ejemplos, el
subindice x es 22. En algunos ejemplos, el subindice x es 23. En algunos ejemplos, el
subindice x es 24. En algunos ejemplos, el subindice x es 25. En algunos ejemplos, el
subindice x es 26. En algunos ejemplos, el subindice x es 27. En algunos ejemplos, el
subindice x es 28. En algunos ejemplos, el subindice x es 29. En algunos ejemplos, el
subindice x es 30.

[240] En algunos ejemplos de Férmula (), R* y R? son, cada una,
independientemente, —H, alquilo, u —OH. En algunos ejemplos de Férmula (l1l), una de R* o
R? es —H, alquilo, u —OH. En algunos ejemplos de Férmula (lll), ambas de R' y R? son ya

sea —H, alquilo, u —OH.

R4

A

o ©
[241] En algunos ejemplos de Férmula (lll), R* y R? conjuntamente forman e

En algunos ejemplos, R* es —RL. En algunos ejemplos, R* es RL—NR®-arilo. En algunos

otros ejemplos, R* es alquilo. En ciertos ejemplos, R* es arilalquilo, En algunos ejemplos, R*
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es arilo. En otros ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N. En algunos de estos
ejemplos, el alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N opcionalmente esta
sustituido.

[242] En algunos ejemplos de Férmula (lIl), R®> es —H o halo. En algunos ejemplos de
Formula (11), R® es —H o fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (lIl), una de R®> es —H o
halo. En algunos ejemplos de Férmula (l1l), R*> es —H o halo y n es 2. En algunos ejemplos
de Férmula (Il1), R* es —F y n es 1. En algunos ejemplos de Férmula (1), R° es -F y n es 2.

[243] En algunos ejemplos de Férmula (lll), R® es BL. En algunos ejemplos de
Formula (I1l), R® es RL-NR®-ariloxi—. En algunos otros ejemplos de Férmula (Ill), R® es —
OH. En algunos otros ejemplos de Férmula (lll), R® es alquil-C(O)-O-. En algunos otros
ejemplos de Férmula (lIl), R® es heteroalquilo. En algunos otros ejemplos de Férmula (l11),
R® es -N-R°R". En algunos otros ejemplos de Férmula (lll), R® es arilo. En algunos otros
ejemplos de Formula (I11), R® es ariloxi. En algunos otros ejemplos de Férmula (l11), alquil—
C(0)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con -NR?R" o halo.

En algunos ejemplos de Férmula (Il), R®* es —OH. En algunos ejemplos de Férmula

(1), R® es alquil-C(O)-O-. En algunos ejemplos R® es Hs CHs Enp algunos ejemplos

H

N
/ \}r‘
de Foérmula (lll), R® es heteroalquilo. En algunos ejemplos R® es HLC 0

H

HsC IL ?L EL
3 ~
\ \ﬁﬁ e (Y
. En algunos ejemplos de Férmula (Ill), R® es HsC o CHs  En
algunos ejemplos de Férmula (Ill), R® es —NR®R". En algunos ejemplos, R® es -NR®R’—
BL, HsG
— Ne
. . . 3 a : 3 H,C éf
ariloxi. En algunos ejemplos, R® es R . En algunos ejemplos R® es '3 . En

Ra
-,
BL—hll—g
algunos ejemplos, R® es R” . En algunos ejemplos R® es ariloxi. En algunos ejemplos

0]
™ IO
R%es . En algunos ejemplos R® es H2N . En algunos ejemplos, R®

N Q/“ﬁ Fjgo\ﬁ

es H . En algunos ejemplos R® es H2N . En algunos ejempilos,
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BL\R/©/O\5 ’

R® es i . En algunos ejemplos R® es H2N . En algunos

F
O\;

BL

I=z

En algunos ejemplos R® es

$
HaC- /©/ O\; H3C\N©/O\

|
N . En algunos ejemplos, R® es BL . En algunos

s

HN

ejemplos, R® es

% 0

ejemplos R® es ©/ . En algunos ejemplos, R® es CHs

[244] En la Formula (lll), el subindice n es un entero desde 0-19. En algunos
ejemplos, n es 0. En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En
algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5.
En algunos otros ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos,
n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros
ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En
ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n es
16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n
es 19.

[245] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (ll1a):

(na);

en donde;
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BA es un agente de union;

R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;

R? se selecciona a partir de —OH, alquil-C(O)-O—, heteroalquilo, -NR*R", -NR?R"—
ariloxi, o ariloxi, en donde el alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta

5  sustituido con -NR*R" o halo;

BL es un enlazador de agente de union;

R*y R® se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, y
alquil-C(0);

n es un entero desde 0 hasta 19; y

10 X es un entero desde 1 hasta 30.
[246] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (ll1a2):

(R,
H o}
BA BL—N
::: 0] (@]
o
R3
X
15 (Ina2);
en donde;

BA es un agente de union;
R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;
R® es —OH, alquil-C(0)-O-, heteroalquilo, —-NR®R®, -NR*R"-ariloxi, o ariloxi, en
20  donde el alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con —NR*R"
o halo;
BL es un enlazador de agente de union;
R%y R" se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, o
alquil-C(0);
25 n es un entero desde 0 hasta 19; y
x es un entero desde 0 hasta 30.

En algunos ejemplos de Férmula (llla2), R®* es —OH. En algunos ejemplos de

Formula (Il1a2), R® es alquil-C(0)-O-. En algunos ejemplos R® es Hs CHs En algunos
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ejemplos de Férmula (llla2), R® es heteroalquilo. En algunos ejemplos R® es

/\;é \/\

H> . En algunos ejemplos de Férmula (llla2), R® es —

CHs

N
H3C/ }é
NR®R®. En algunos ejemplos R® es . En algunos ejemplos R? es ariloxi. En
O
(> IO
algunos ejemplos R? es . En algunos ejemplos R® es H2N . En
F O

5 algunos ejemplos R® es H2N
N

En algunos ejemplos R® es HN . En algunos ejemplos R® es

P

HN

O
o ,
HzC o |

N . En algunos ejemplos, R® es CHs
[247] En algunos ejemplos, el compuesto de Formula (llla2) tiene la siguiente

estructura:

10

en donde:
BA es un agente de union;
R® es —OH o alquil-C(O)-0—-;
R* y R*® son cada una, independientemente, —-F o H;
15 BL es un enlazador de agente de unién; y
X es un entero desde 1 hasta 30.

[248] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura
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de la Férmula (llib):

(R)n

o)
R*—~
o)
BA BL—H@—O O

(I1b);
en donde

BA es un agente de union;

R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;

R* se selecciona a partir de alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que
contiene N, en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —-NR®R";

RL es un enlazador de agente de union;

R?*y R” se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, y
alquil-C(0);

n es un entero desde 0 hasta 19; y

x es un entero desde 0 hasta 30.

[249] En algunos ejemplos de Férmula (lllb), R® es —H o halo. En algunos ejemplos
de Foérmula (llIb), R® es fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (lllb), n es al menos 2, y
dos de R® es halo. En algunos ejemplos de Formula (lllb), R° es —F y n es 1. En algunos
ejemplos de Férmula (lllb), R® es —F.

[250] En algunos ejemplos de Férmula (lllb), R* es alquilo. En algunos ejemplos de
Formula (Ilb), R* es metilo, etilo, n—propilo, i-propilo, n—butilo, s—butilo, t—butilo, i-butilo, un
radical pentilo, un radical hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, o ciclohexilo. En
algunos ejemplos de Férmula (lllb), R* es n—propilo.

[251] En algunos ejemplos, el compuesto de Férmula (lllb) tiene la siguiente

estructura:

en donde:

BA es un agente de union;
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R* es alquilo;

R* y R® son cada una, independientemente, —F o H;

BL es un enlazador de agente de unién; y

X es un entero desde 1 hasta 30.

[252] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura
de la Férmula (llic):

R)n

H
BA BL—NOO ©

(le);
en donde

BA es un agente de union;

R*y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(O)-O-, —OH, o halo;

R® se selecciona, independientemente en cada caso, a partir de —OH, halo, o alquilo;

BL es un enlazador de agente de union;

n es un entero desde 0 hasta 19; y

X es un entero desde 1 hasta 30.

[253] En algunos ejemplos de Formula (llic), R®> es halo. En algunos ejemplos de
Formula (llic), R® es fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (llic), una de R® es halo. En
algunos ejemplos de Férmula (llic), dos de R® es halo. En algunos ejemplos de Férmula
(Illc), R®es -Fy nes 2.

[254] En algunos ejemplos de Férmula (llic), R* es CHs.

[255] En otros ejemplos de Férmula (llic), R* es OH.

[256] En algunos otros ejemplos de Férmula (llic), R* es H.

[257] En algunos ejemplos de Férmula (llic), R* es CHs.

[258] En otros ejemplos de Férmula (llic), R* es OH.

[259] En algunos otros ejemplos de Férmula (llic), R? es H.

[260] En algunos ejemplos de Férmula (llic), R' es CH; y R? es CHa.

[261] En otros ejemplos de Férmula (llic), R es CH; y R es OH.

[262] En algunos ejemplos de Férmula (llic), R* es CH; y R? es H.

[263] En algunos otros ejemplos de Férmula (llic), R' es OH y R? es CH.

[264] En otros ejemplos de Férmula (llic), R es OH y R? es OH.
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[265] En algunos ejemplos de Férmula (llic), R es Hy R? es H.

[266] En algunos otros ejemplos de Formula (llic), R* es Hy R? es OH.

[267] En otros ejemplos de Férmula (llic), R* es Hy R? es H.

[268] En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (llic) tiene la siguiente

estructura:

(llic)

en donde:
BA es un agente de union;
R? es metilo;
R* y R*® son cada una, independientemente, —-F o H;
BL es un enlazador de agente de union; y
X es un entero desde 0 hasta 30.
[269] En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (llic) tiene la siguiente

estructura:

‘ o)
_ 1 4__ 5.
BA+RG—SP %PEG)HA/? AA NHOO o) o
HN\I//O
C1s
RG
CD

BA es un agente de union;

RG es un residuo de grupo reactivo;
CD es una ciclodextrina;

SP* es un grupo espaciador;

AA* es un residuo de aminoécido;

AA® es un residuo de dipéptido;
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PEG es polietilenglicol,

m es un entero desde 0 hasta 4;

X es un entero desde 0 hasta 30;

R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N; en donde el alquilo,
arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos con —
NR?R";

R?y R son, independientemente en cada caso, —H o alquilo;

BA es un agente de unién unido a —-BL—;

SP'y SP? son cada uno, independientemente en cada caso, ausente o un residuo de grupo
espaciador, y en donde SP' comprende un enlazador trivalente; AA* es un enlazador

trivalente que comprende un residuo de aminoéacido; AA® es un residuo de di-péptido; PEG

es un residuo de polietilenglicol; en donde el f‘ﬁ\ indica el &tomo a través del cual el grupo
guimico indicado se une a los grupos adyacentes en la formula, CD es, independientemente
en cada caso, ausente o un residuo de ciclodextrina, en donde al menos una CD esta
presente, el subindice m es un entero desde 0 hasta 5; En estos ejemplos, el subindice m
es 0, 1, 2, 3, 4, 0 5. En algunos ejemplos, el subindice m es 0. En algunos ejemplos, el
subindice m es 1. En algunos ejemplos, el subindice m es 2. En algunos ejemplos, el
subindice m es 3. En algunos ejemplos, el subindice m es 4. En algunos ejemplos, el
subindice m es 5. En algunos ejemplos, cualquiera de AA* o AA® comprende,
independientemente en cada caso, un aminoécido seleccionado a partir de alanina, valina,
leucina, isoleucina, metionina, triptéfano, fenilalanina, prolina, serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina, glutamina, acido aspartico, 4cido glutamico, lisina, arginina, histidina, o
citrulina, un derivado de los mismos, o una combinacion de los mismos. En ciertas
modalidades, AA* es un aminoacido seleccionado a partir de alanina, valina, leucina,
isoleucina, metionina, triptéfano, fenilalanina, prolina, glicina, serina, treonina, cisteina,
tirosina, asparagina, glutamina, acido aspartico, acido glutdmico, lisina, arginina, histidina, o
citrulina, un derivado de los mismos, o una combinacién de los mismos. En ciertas
modalidades, AA* es lisina. En ciertas modalidades, AA* es lisina o un derivado de lisina.
En ciertas modalidades, el AA® es valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA® es
citrulina-valina. En algunas modalidades, el AA® es valina-alanina. En algunas modalidades,
el AA® es alanina-valina. En algunas modalidades, el AA® es valina-glicina. En algunas

modalidades, el AA® es glicina-valina. En algunas modalidades, el AA® glutamato-valina-
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citrulina. En algunas modalidades, el AA® es glutamina-valina-citrulina. En algunas
modalidades, el AA® es lisina-valina-alanina. En algunas modalidades, el AA® es lisina-
valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA® es glutamato-valina-citrulina. En algunos
ejemplos, SP* se selecciona independientemente en cada caso a partir del grupo que
consiste en alquileno de C;g, -NH-, -C(O)-, (-CH2-CH,-O)e, -NH-CH,-CH,-(-O-CH,-CH,),-
C(0)-, -C(0)-(CHy),-C(0)-, -C(O)-NH-(CHy,),~, y combinaciones de los mismos, en donde el
subindice e es un entero desde 0 hasta 4, el subindice u es un entero desde 1 hasta 8, y el
subindice v es un entero desde 1 hasta 8. En algunos ejemplos, SP? se selecciona
independientemente en cada caso a partir del grupo que consiste en alquileno de C,¢, -NH-,
-C(0)-, (-CH2-CH,-0O)e -NH-CH,-CH,-(-O-CH,-CH,).-C(0O)-, -C(O)-(CH,),-C(0O)-, -C(O)-NH-
(CH,),~, y combinaciones de los mismos, en donde el subindice e es un entero desde 0
hasta 4, el subindice u es un entero desde 1 hasta 8, y el subindice v es un entero desde 1
hasta 8.

[270] También se establecen compuestos de Férmula (B):

(8%

en donde n es un entero desde 0 hasta 4, R® es —OH o R*-C(0)-O—; en donde R* es alquilo,
BL es un enlazador de agente de unién, BA es un agente de union, y x es un entero desde
1 hasta 30. En ciertas modalidades, n es 0 0 1 y x es un entero desde 1-6. En ciertas
modalidades, x es 4.

[271] También se establecen compuestos de Férmula (B®):

’ o)
BA BL—N—(CHg)n/<O

x

(8%

en donde n es un entero desde 1-4, R® es —~OH o R*-C(0O)-O—; en donde R” es alquilo, BL
es un enlazador de agente de union, BA es un agente de union, y x es un entero desde 1-
30. En ciertas modalidades, n es 2 y x es un entero desde 1-6. En ciertas modalidades, x es
4.

[272] También se establecen compuestos de Férmula (B%):
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(8%

en donde R* es alquilo, en donde R* es un &tomo de hidrégeno o alquilo, BL es un
enlazador de agente de union, y BA es un agente de unién. En ciertas modalidades, R* es
alquilo de C,.4. En algunas modalidades, R* es propilo. En ciertas modalidades, R® es —NH,,
—NHCHs;, 0 —N(CHg),. En ciertas modalidades, x es un entero desde 1-6. En ciertas
modalidades, x es 4.

[273] También se establecen compuestos de Férmula (B®):

(B9

en donde R* es alquilo, R™ es halo o un &tomo de hidrégeno, y X es NR? u O, en donde R®
es un atomo de hidrégeno o alquilo, BL es un enlazador de agente de unién, BA es un
agente de unién, y x es un entero desde 1-30. En algunas modalidades, R* es alquilo de C;.
4, X es NH, y x es un entero desde 1-6. En ciertas modalidades, x es 4.

[274] También se establecen compuestos de Férmula (B®):

X
BA BL—NRa-(CH2)0_1——®

(RP),
(B*)

en donde X es O o NR?, @ es arilo o heteroarilo, R” es halo, t es un entero desde 0-2, R?
es un atomo de hidrégeno o alquilo, BL es un enlazador de agente de unién, BA es un
agente de unién, y x es un entero desde 1-30, y R* es alquilo. En algunas modalidades X es

O, R* es alquilo, y x es un entero desde 1-6. En ciertas modalidades, x es 4.
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[275] También se establecen aqui compuestos de Férmula (B®®)

(B%)

en donde Ra es un &tomo de hidrégeno o alquilo, BL es un enlazador de agente de union,
BA es un agente de unién, y x es un entero desde 1-30. En algunas modalidades, x es un
entero desde 1-6. En algunas modalidades, x es 4.

[276] Como se utiliza aqui, la frase “enlazador de agente de union” o “BL” se refiere
a cualquier radical o grupo divalente que enlaza, conecta, o une un agente de unién (por
ejemplo, un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo) con un compuesto
de carga util aqui establecido (por ejemplo, esteroide). Generalmente, los enlazadores de
agente de unién adecuados para los conjugados de anticuerpos aqui descritos son aquellos
gue son suficientemente estables para explotar la vida media circulante del anticuerpo vy, al
mismo tiempo, capaces de liberar su carga util después de la internalizacién -mediada por
antigeno- del conjugado. Los enlazadores pueden ser escindibles o no escindibles. Los
enlazadores escindibles son enlazadores que se escinden por metabolismo intracelular
después de la internalizacién, por ejemplo, escisiébn por medio de hidrdlisis, reduccion, o
reaccion enzimatica. Los enlazadores no escindibles son enlazadores que liberan una carga
atil adjunta a través de la degradacion lisosomal del anticuerpo después de la
internalizacién. Los enlazadores adecuados incluyen, pero no se limitan a, enlazadores
labiles al acido, enlazadores labiles a la hidrdlisis, enlazadores enzimaticamente
escindibles, enlazadores labiles a la reduccion, enlazadores autoinmolativos, y enlazadores
no escindibles. Los enlazadores adecuados también incluyen, pero no se limitan a, aquellos
gue son o comprenden glucurdénidos, succinimida-tioéteres, unidades de polietilenglicol
(PEG), carbamatos, hidrazonas, unidades de mal—caproilo, unidades de disulfuro (por
ejemplo, -S-S—, -S-S- C(RY)(R?)—, en donde R y R? son independientemente hidrégeno o
hidrocarbilo), unidades de para-amino-bencilo (PAB), unidades de fosfato, por ejemplo,
unidades de mono-, bis-, y tris- fosfato, péptidos, por ejemplo, unidades de péptido que
contienen dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, o mas unidades de aminoacido,
incluyendo pero no limitado a unidades de valina—citrulina, unidades de valina—alanina,

unidades de valina—arginina, unidades de valina—lisina, unidades de -lisina-valina—citrulina,
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y unidades de -lisina-valina—alanina. En algunas modalidades, el grupo de enlazador de
agente de unién de los conjugados aqui descritos se derivan a partir de la reaccion de un
grupo de “enlazador reactivo” de un enlazador—carga util aqui descrito con una porcién
reactiva de un anticuerpo. El grupo de enlazador reactivo (RL) se refiere a un grupo

monovalente que comprende un grupo reactivo y un grupo de enlace, representado como

RG_L_g, en donde RG es el grupo reactivo, L es el grupo de enlace, y la linea

serpenteante representa un enlace a una carga util. El grupo de enlace es cualquier radical
divalente que una el grupo reactivo a la carga util. EI grupo de enlace también puede ser
cualquier radical trivalente que una el grupo reactivo, la carga Gtil y un radical ciclodextrina.
En algunos ejemplos, el grupo de enlace es trivalente e incluye un radical ciclodextrina
unido a un grupo trivalente (por ejemplo, un residuo de lisina) en el grupo de enlace. Los
enlazadores reactivos (RL), conjuntamente con las cargas utiles a las cuales se unen,
comprenden intermedios (“enlazador-cargas Utiles”) Gtiles como precursores sintéticos para
la preparacion de los conjugados de esteroides de anticuerpos aqui descritos. El enlazador
reactivo contiene un grupo reactivo (RG), que es un grupo funcional o radical que reacciona
con una porcién reactiva de un anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de unién a
antigeno del mismo. El radical que resulta de la reaccién del grupo reactivo (RG) con el
anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de union a antigeno del mismo,
conjuntamente con el grupo de enlace (L), comprenden la porcién de “enlazador de agente
de unién” (BL) del conjugado, aqui descrita. De esta manera en algunas modalidades, BL
es tiene la siguiente estructura:

BA
s—RGN—L—

BA
en donde % es el enlace al agente de unién, RG" es el radical que resulta de la reaccién

de un grupo reactivo de un enlazador—carga Util con una porcién reactiva de un agente de

union, L es un grupo de enlace, y g es un enlace a una carga (til.

[277] En ciertas modalidades, RG" se deriva a partir de la reacciéon de RG con un
residuo de cisteina o lisina de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo. En
ciertas modalidades, RG" se deriva a partir de una reacciéon de quimica clic. En algunas
modalidades de dicha reaccién de quimica clic, RG" se deriva a partir de una reaccién de

cicloadicion 1,3 entre un alquino y una azida. Ejemplos no limitantes de tales RG"s incluyen



10

15

20

25

30

85

aquellos derivados a partir de alquinos tensionados, por ejemplo, aquellos adecuados para
cicloadiciones de alquino-azida promovidas por tensién (SPAAC), cicloalquinos, por
ejemplo, ciclooctinos, alquinos benzanulados, y alquinos capaces de experimentar
reacciones de cicloadicién 1,3 con azidas en ausencia de catalizadores de cobre. Los RG"s
adecuados también incluyen, pero no se limitan a aquellos derivados a partir de DIBAC,
DIBO, BARAC, alquinos sustituidos, por ejemplo, fluorados, aza-cicloalquinos, BCN, vy
derivados de los mismos. Los conjugados que contienen tales grupos de RG" pueden
derivarse a partir de anticuerpos que han sido funcionalizados con grupos azido. Tales
anticuerpos funcionalizados incluyen anticuerpos funcionalizados con grupos azido-
polietilenglicol. En ciertas modalidades, tal anticuerpo funcionalizado se deriva haciendo
reaccionar un anticuerpo que comprende al menos un residuo de glutamina con un
compuesto de acuerdo con la férmula H,N-LL-Ns;, en donde LL es un grupo de
polietilenglicol divalente, en presencia de la enzima transglutaminasa, por ejemplo,
transglutaminasa microbiana. Los residuos de glutamina adecuados de un anticuerpo
incluyen Q295, o aquellos derivados por insercibn o mutacion, por ejemplo, mutacion
N297Q.

[278] En algunas modalidades, el BA de los conjugados aqui descritos es un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunas modalidades, los
conjugados aqui descritos se derivan a partir de anticuerpos funcionalizados con azido. En

ciertas modalidades, el BA de los conjugados aqui descritos es:

o Oy

en donde Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, n es un entero

desde 1 hasta 10, w es el numero de radicales de enlazador carga util, y % es un enlace a
un solo enlazador de agente de union (BL), por ejemplo, un enlace a un radical derivado a
partir de una reacciéon de cicloadicion 1,3 entre un alquino y una azida. En ciertas
modalidades, w es 3. En ciertas modalidades, w es 2 o 4, es decir, el conjugado comprende
2 0 4 radicales enlazador carga (til.
[279] En algunas modalidades, BL es un radical divalente de Férmula (BL*);
—RG"~(SP")—(A),~(NR?*)s~(B)~(CHz),~(O)~( SP*)u~
(BL");

en donde RG" es segun se define aqui;
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A es un aminoacido o un péptido;

R% es H o alquilo;

B es arilo, heteroarilo, o heterocicloalquilo, en donde arilo, heteroarilo, o
heterocicloalquilo opcionalmente esta sustituido con alquilo, —OH, 0 —-NR®R”;

SP! y SP? son, independientemente, unos grupos espaciadores; y q, z, S, t, U, vV, y W
son, independientemente en cada caso, 0 0 1.

[280] En algunas otras modalidades, BL es un radical trivalente de Formula (BL®);

—RG"~(SP*)¢~(A)~(NR*)s—(B)—~(CH2)y—(0),~( SP?)u~
(BL®);

en donde RG" es segun se define aqui;

A es tripéptido, en donde al menos uno de los aminoacidos en el tripéptido se une
directamente o indirectamente a un radical ciclodextrina;

R? es H o alquilo;

B es arilo, heteroarilo, o heterocicloalquilo, en donde arilo, heteroarilo, o
heterocicloalquilo opcionalmente esta sustituido con alquilo, —OH, 0 -NR®R”;

sp? y SP? son, independientemente, unos grupos espaciadores; y g, z, S, t, U, v, y w
son, independientemente en cada caso, 0 0 1.

[281] En algunos ejemplos, la ciclodextrina (CD) se une directamente a un residuo
de aminoéacido, tal como un residuo de aminodcido lisina. Esto significa que la CD esta una
posicién de enlace lejos del enlazador covalente de aminoacido lisina. En algunos de estos
ejemplos, el enlazador covalente también se une directamente a un radical de carga (util.
Esto significa que el enlazador covalente esta una posicion de enlace lejos de una carga util
tal como, pero no limitado a una carga util de esteroides aqui establecida. En algunos de
estos ejemplos, el enlazador covalente también se une directamente a un radical CD. Esto
significa que el enlazador covalente esta una posicién de enlace lejos de una CD, tal como
la CD(s) aqui establecida. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente es un
aminoacido lisina o un derivado del mismo.

[282] En algunos ejemplos, la CD se une indirectamente a un enlazador covalente
en un grupo de enlace (por ejemplo, un BL). Esto significa que la CD esta mas que una
posicién de enlace lejos del enlazador covalente. Esto también significa que la CD se une a
través de otro radical al enlazador covalente. Por ejemplo, la CD se puede unir a un grupo
de maleimida que se une a un grupo de polietilenglicol que se une al enlazador covalente.

En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente también se une indirectamente a un
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radical de carga util. Esto significa que el enlazador covalente estd mas que una posicion de
enlace lejos de una carga util tal como, pero no limitado a una carga util de esteroides aqui
establecida. Esto también significa que el enlazador covalente se une a través de otro
radical a la carga util. Por ejemplo, el enlazador covalente puede estar unido a un dipéptido,
tal como pero no limitado a Val-Ala o Val-Cit, que puede estar unido a para-amino benzoilo
gue puede estar unido a la carga util. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente
también se une indirectamente a un radical ciclodextrina. Esto significa que el enlazador
covalente esta mas que una posicion de enlace lejos de una ciclodextrina, tal como las
ciclodextrinas aqui establecidas. Esto también significa que el enlazador covalente se une a
través de otro radical a la ciclodextrina. Por ejemplo, el enlazador covalente puede estar
unido a un grupo de polietilenglicol que puede estar unido al grupo reactivo que puede estar
unido a la ciclodextrina. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente es un
aminodcido lisina o un derivado del mismo.

[283] En algunas modalidades, BL es —RGN—(SPl)q—(A)Z—. En algunas modalidades,

BL es -RG"—(SP"),—(A).—. En algunas modalidades, BL es un radical de Férmula (BL*")

'e) RAA1
i—raN—sph—N
Ly

(BL™)
en donde R™' y R™? son cada una, independientemente, cadenas laterales de
aminoAcidos. En algunos ejemplos de Férmula RL*!, SP' es un grupo de polietilenglicol
divalente y RG" es un aducto de reaccién de cicloadicién 1,3 de la reaccién entre un alquino
y una azida.
[284] En algunas modalidades, BL es —RGN—(SPl)q—(A)Z—. En algunas modalidades,

BL es —RG"—(SP")—(A)—. En algunas modalidades, BL es un radical de Férmula (BL®")

o RM . O

?RGHSPV“%N)\E "j&
RAA3 RAA2
(BL™)

[285] en donde R*' y R*? son cada una, independientemente, cadenas laterales de

aminoacidos. R"3

es una cadena lateral de aminoacidos que se une directamente o
indirectamente a un radical ciclodextrina. En algunos ejemplos de Formula RL®!, SP* es un
grupo de polietilenglicol divalente y RG" es un aducto de reaccién de cicloadicion 1,3 de la

reaccion entre un alquino y una azida.
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[286] En algunas modalidades, BL tiene la siguiente estructura:
-RG"—(SPYq-2'-7°-Z%,1—
en donde:
RG", SP', son segun se define aqui;
5 ges0o01;
Z' es un grupo de caproilo o polietilenglicol;
Z? es un dipéptido o tripéptido; y
Z® es un grupo de PAB.
En ciertas modalidades, RG" se deriva a partir de un grupo reactivo de quimica clic y

10 ! es un grupo de polietilenglicol. En ciertas modalidades, RGN-(SP1)g-Z1- es:

i:N%ﬁL

N | 0 0
N‘N N\H/\)J\N/\/QO %
Rt RS
, O una mezcla de los mismos; o

O
O)]\N/\’QO\ /jLE
S H 4
Lﬂ N\
°N . En algunas modalidades, el dipéptido es
valina-citrulina o valina alanina.
15 [287] En algunas modalidades, el BL se une a la carga util por medio de amina

terciaria. Por ejemplo, si el esteroide es el siguiente compuesto,

, el RL puede unirse a la amina terciaria de la siguiente
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[288] En algunos ejemplos, se establece un compuesto de la siguiente manera:

en donde:
BL es un enlazador de agente de unidn segun se define anteriormente;
R?y R" son, independientemente en cada caso, —H o alquilo.
[289] En algunos ejemplos, aqui RGN se deriva a partir de un grupo reactivo de

quimica clic. En algunos ejemplos, RG" es:

BA

N
NN
, 0 una mezcla de los mismos; "N

BA

, , 0 una mezcla de los mismos; en donde % es una unién a un
agente de union.
[290] En algunos otros ejemplos, aqui RG" se selecciona a partir de un grupo que

reacciona con un residuo de cisteina o lisina en un anticuerpo o un fragmento de unién a

s
o
0]
N\ és
antigeno del mismo. En algunos ejemplos, RGN es O ; en donde ¢ es un enlace a

cisteina de un agente de unién, por ejemplo, anticuerpo. En algunos ejemplos, RG" es

SN

[291] En algunas modalidades, SP* se selecciona a partir de:

o O
O 721\( /ﬁj\ /\/QO\/W O
E_VTCH aJL? C\) N
o( ? | Mo " O “%L/\o)g“

o)
M 0
"“(\O ”/\/QO\/K? , g_(CHz)CJ_l_%_.
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O

T (CH L

En algunos ejemplos, SP*es O . En algunos otros ejemplos, SP* es

o 0
c N/\/QO 0 0
Hy) H b
a

P )KFF,\
. En otros ejemplos, SP* es w0 . En todavia otros

L‘(\OJ\”/\’QOM
ejemplos, SP' es b . En algunos otros ejemplos, SP* es

@)

+(CHy)e 14

5 independientemente, en cada caso, un entero desde 1 hasta 20.

. En cualquiera de los ejemplos anteriores, los subindices a, b, y ¢ son

o0

[292] En algunas modalidades, R*? se selecciona a partir de WP en

AA3
R

donde CD es un radical ciclodextrina. En algunas modalidades, se selecciona a partir

de H
[293] En cualquiera de los compuestos de Férmula (1), (lla), (llb), o (lic), SP* se

10 selecciona a partir de:

0] ]
z&/\OJ\N/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\fs

0]

y
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o
[294] En algunos ejemplos, SP* es O . En algunos ejemplos, SP* es
1K
O
N N O N R o
ﬁ’z)l\/\[( o °© Y "L%/\oj\f
o o . En algunos

O 0]
%AOJLN/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\C;?

Ho N O OQ_\O{O
HO Y on O\
OH ~"

ejemplos, SP! es En algunos

ejemplos, SP' es En algunos ejemplos, SP' es

f o)
. v\/\/“\g;
o)
[295] En algunos ejemplos, SP! es %1‘/“\; En algunos ejemplos, SP' es
(@) (o)
g\/U\f‘f En algunos ejemplos, SP* es ks?‘/\/lgf En algunos ejemplos, SP* es
; 0] (o)
M. En algunos ejemplos, SP! es %‘/\/\/U\ff En algunos ejemplos,
f o)
\/\/\/U\
SP'es f
10 [296] En algunas modalidades, BL-SP* es:

0O una

una mezcla de los mismos;
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0.0 O
HO AQ_\o—-( HO OAQ_\O P
H O\\“‘ "’//O H o Yrr) o« "y () {JWV
L — HO OH
N, OH

N/Ny, i‘a/N\NﬁN , 0 una mezcla de
los mismos;
0
o
”Mif
o O C . En algunos de estos ejemplos, los subindices b, ¢, y d son

independientemente, en cada caso, un entero desde 1 hasta 20.
[297] En cualquiera de los compuestos de Férmula (11, (I1a), (Ilb), o (lic), BL-SP* se

selecciona a partir de:

0]
N o o %
NJ\/\( N~ 0T TN T T \/Y
0] (0]

w7 . 0 una mezcla de los
mismos;
0] 0]
- 0" "N 0 0 0
\
NN
N:N ’
(@] (0]
’;\N H H o
I\
N:N ;
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, 0 una mezcla de

[298] En algunas modalidades, A es un péptido seleccionado a partir de valina—
citrulina, citrulina—valina, lisina—fenilalanina, fenilalanina—lisina, valina—asparagina,
asparagina—valina,  treonina—asparagina, asparagina—treonina,  serina—asparagina,
asparagina—serina, fenilalanina—asparagina, asparagina—fenilalanina, leucina—asparagina,
asparagina—leucina, isoleucina—asparagina, asparagina—isoleucina, glicina—asparagina,
asparagina—glicina, acido glutamico—asparagina, asparagina—acido glutdmico, citrulina—
asparagina, asparagina—citrulina, alanina—asparagina, o asparagina—alanina.

[299] En algunos ejemplos, A es valina—citrulina o citrulina—valina.

[300] En algunos ejemplos, A es valina—alanina o alanina—valina.

[301] En algunos ejemplos, A es lisina-valina—alanina o alanina—valina-lisina.

[302] En algunos ejemplos, A es lisina-valina—citrulina o citrulina—valina-lisina.

[303] En algunos ejemplos, A es valina.

[304] En algunos ejemplos, A es alanina.

[305] En algunos ejemplos, A es citrulina.

Ho O ¥
§—N:QJ\

AA1

N :

. En algunos de estos

i

[306] En algunos ejemplos, A es
ejemplos, R*! es una cadena lateral de aminoacidos, y en donde R*? es una cadena

lateral de aminoacidos.

O RAA1 O
§ N
‘7{ \V)J\N/ﬁ /',HJ}E
RAA3 R¥Z " En algunos de estos

AA2
R

[307] En algunos ejemplos, A es

AAL
R

ejemplos, es una cadena lateral de aminoéacidos, es una cadena lateral de

aminoacidos, y R™°® es una cadena lateral de aminoéacidos que se une directamente o
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indirectamente a un radical ciclodextrina.

o RAA2
H
§—N_QKN
A0
[308] En algunos ejemplos, A es HaC™ "CHs
OYNHZ
NH
H 0
= H
PN 0]

[309] En algunos ejemplos, A es HsC™ CH

3
o] H o
NH

[310] En algunos ejemplos, A es  ~~co , en donde ~*~CD representa
un enlace directo o indirecto a un radical ciclodextrina.
[311] En algunos ejemplos, incluyendo cualquiera de los anteriores, CD se

selecciona, independientemente en cada caso, a partir de

Vs
(/N
W
o) 0
HO OHOHO HO O 0
o) OMHo~g
(0] 0 o)
HO OH o
ol 64 HO OH
o]
0 0 0
HO OH OH HO OH OH
0
O 0
H H
o) OHy OH OH o) OHy OH OH
HO , HO )
Vs
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0
Ho/ngHHO HO )\ ~OH i O{ ? oy
o OH OH
OH o 0=10H
0 OH 0
H [6)
0 OH o HO b
o
OH HO OH o OH H HG
HO HO,
° OHO%% © O
0
HO HO ©
HO Y HO
HO O o)
OHOHE%
o 0}
&9 HO OH
o
o
HO OH gH
0
H
o} OHy OH OH
En algunos ejemplos, la CD es HO
7
(N
-,
HO O 0
oH%o
o
o Q
SO0 HO OH
o

En algunos ejemplos, la CD es

En algunos ejemplos, la CD es

HO OH gH
O
H
%HOQZ/O%‘ OH
HO

HO O~ o)
oH%Yq
o)
o)
oHo HO OH
OH

Q 0

o)

OH
0]
[e]
o HO
OH
o} OH HO (¢} OH
Q 0
HO @)
HO .

ox
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N
HO O 0
OHOHE%
0
o O
HO
OH

HO

HoHO 0

En algunos ejemplos, la CD es Ho

HO. O~~¢ 0
Oi/ZO\H HO— ¢
0 0
HO%OHHO HO ) —OH
OH

o
OH 0
0 oH

HO oH°

HO OH OH

En algunos ejemplos, la CD es

HoHO,
0 OH; o
_ HO ©
En algunos ejemplos, la CD es HO

(o] OH o%%ﬁ
[312] En algunos ejemplos, A es H

[313] En algunos ejemplos, R es H

[314] En algunos ejemplos, R? es alquilo
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[315] En algunos ejemplos, R? es metilo, etilo, n—propilo, i—propilo, n—butilo, t—butilo,
i—butilo, o pentilo.
[316] En algunas modalidades, B es arilo.
[317] En algunos ejemplos, B es fenilo.
5 [318] En algunos ejemplos de compuestos de Formula (Il), (lla), (IIb), o (lic), B es
fenilo o piridinilo.
[319] En algunos ejemplos aqui, B es:

(R™), (R™)m

7N

o
En estos ejemplos, R™ es alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, alquilarilo,

10 arilalquilo, halo, haloalquilo, haloalcoxi, heteroarilo, heterocicloalquilo, hidroxilo, ciano, nitro,

0]

1 ga

§-ORA  --SOR" - , NR®R®, 0 azido. En estos ejemplos, los subindices p y m se

seleccionan independientemente, en cada caso, a partir de un entero desde 0 hasta 4.

(R")p

[320] En algunos ejemplos aqui, B es: i :

En estos ejemplos, p es 0, 1, 2, 3 0 4. En algunos de estos ejemplos, R es,
15 independientemente en cada ocurrencia, alquilo, alcoxi, haloalquilo, o halo. En algunos
ejemplos, R es alquilo. En algunos ejemplos, R' es alcoxi. En algunos ejemplos, R* es
haloalquilo. En algunos ejemplos, R es halo.
[321] En algunas modalidades de Férmula (BL*), el -(NR?)s—(B)—(CH.).—(0),—(SP?),
es:

(@)
L
20 - C .

[322] Se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide que tiene las siguientes

formulas:
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x , 0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable

de las mismas;
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en donde BA es un agente de union, y x es un entero desde 1-30. En modalidades
particulares, BA es un anticuerpo. En algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4.
En algunas modalidades, x es 4. En algunas modalidades, x es 2.

[323] Se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide de acuerdo con la

Formula 1200:

5
) (R)n
R |
BA L ]
R 0
AN
0
i3 OH
— — x
1200

0 una sal, solvato, o estereoisbmero farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
BA es un agente de union; cada L es un enlazador opcional; BA o L se une covelentemente
a R® 0 R%; y x es un entero desde 1 hasta 30. Los expertos reconoceran que cuando L esta
presente, L se une a R® 0 R*; cuando L no esta presente, BA se une a R® o R*. Los grupos
R® 0 R* se describen en detalle a continuacién. En modalidades particulares, BA es un
anticuerpo. En algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4. En algunas
modalidades, x es 4. En algunas modalidades, x es 2.

[324] En ciertas modalidades de Férmula 1200, R' y R® se seleccionan,

independientemente, a partir del grupo que consiste en -H, -OH, alquilo, -O-C(O)-alquilo, y

R4
o)\o

halo; o R' y R? conjuntamente forman ~* **. En ciertas modalidades, R® se selecciona a
partir del grupo que consiste en -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-
NR®R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en
donde Y esta ausente o -CH,-; y R* se selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo,
arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroarilo, -anuiIen-NRaRb, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-
Y-NR®R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-;
en donde Y esta ausente o -CH,-.

[325] En ciertas modalidades de Férmula 1200, R® se selecciona a partir del grupo
que consiste en -OH, -O-C(0O)-alquilo, -O-arilo, -NR?R®, -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR®R",
-X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X est ausente, -N-,
-CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-; y R* se selecciona a partir del grupo que

consiste en -alquilen-NR?R°,  -X-arilen-Y-NR®R®,  -X-heteroarilen-Y-NR?R®, vy
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heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y
esta ausente o -CH,-.

[326] En ciertas modalidades de Férmula 1200, R® es -NR*R"; y R* es alquilo.

[327] En cada modalidad de Formula 1200, BA o L se une a un grupo funcional en
R% o R*. Por ejmplo, si R® o R* comprende un grupo amino, BA o L se puede unir al grupo
amino, sustituyendo un &tomo de hidrégeno. En cada modalidad, R® se selecciona,
independientemente en cada caso, a partir de un sustituyente en el grupo que consiste en —
OH, halo, y alquilo; n es un entero desde 0-19; y cada R® se posiciona en cualquier atomo
de anillo. En cada modalidad, R? y R” se seleccionan, independientemente en cada caso, a
partir del grupo que consiste en -H y alquilo; o R* y R® se ciclizan para formar
cicloheteroalquilo con tres a seis &tomos de anillo, incluyendo un heteroatomo, que es el N
al cual se unen. En modalidades particulares, BA es un anticuerpo. En algunas
modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4. En algunas modalidades, x es 4. En algunas
modalidades, x es 2.

[328] Se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide de acuerdo con de

acuerdo con la Formula 1210, 1220, 1230, o 1240:

1210 1220

1230 1240

0 una sal, solvato, o estereoisbmero farmacéuticamente aceptable de la misma; en donde
R® se une covelentemente a L o BA.
[329] En ciertas modalidades de Férmula 1210, 1220, 1230, o 1240, R* y R? se

seleccionan, independientemente, a partir del grupo que consiste en -H, -OH, alquilo, -O-
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R4
o)\o

C(0)-alquilo, y halo; o R* y R? conjuntamente forman ¥ ~* . En ciertas modalidades, R® se
selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-
heteroarilen-Y-NR®R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -
CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-; y R* se selecciona a partir del grupo que
consiste en alquilo, arilo, alquilarilo, arilalquilo, heteroarilo, -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-
NR?RP, -X-heteroarilen-Y-NR®R", y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta
ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-. En ciertas modalidades, R® es
-NR®R®; y R* es alquilo. En cada modalidad, BA o L se une a un grupo amino en R®, por
ejmplo, sustituyendo un &tomo de hidrégeno. En cada modalidad, R* y R" se seleccionan,
independientemente en cada caso, a partir del grupo que consiste en -H y alquilo; o0 R* y R®
se ciclizan para formar cicloheteroalquilo con tres a seis atomos de anillo, incluyendo un
heterodtomo, que es el N al cual se unen. En modalidades particulares, BA es un
anticuerpo. En algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4. En algunas
modalidades, x es 4. En algunas modalidades, x es 2.

[330] Se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide de acuerdo con de

acuerdo con la Féormula 1310, 1320, 1330, o 1340:

X

1310 1320

X

1330 1340

0 una sal, solvato, o estereoisbmero farmacéuticamente aceptable de la misma; en donde
R* se une covelentemente a L o BA.

[331] En ciertas modalidades de Férmula 1310, 1320, 1330, o 1340, R® se
selecciona a partir del grupo que consiste en -OH, -O-C(O)-alquilo, -O-arilo, -NR?R®, -

alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR®R®, -X-heteroarilen-Y-NR?*R®, y heterocicloalquilo que
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contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-; y
R* se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-
heteroarilen-Y-NR?R", y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -
CH>-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-. En cada modalidad, BA o L se une a un
grupo amino en R*, por ejmplo, sustituyendo un atomo de hidrégeno. En cada modalidad,
2y R" se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir del grupo que consiste
en -H y alquilo; o R* y R” se ciclizan para formar cicloheteroalquilo con tres a seis 4tomos
de anillo, incluyendo un heterodtomo, que es el N al cual se unen. En modalidades
particulares, BA es un anticuerpo. En algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4.

En algunas modalidades, x es 4. En algunas modalidades, x es 2.
[332] También se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide que tiene las

siguientes formulas:

O CH, H
J\/\WN\/\O/\/O\/\O/\/O\/\H/NQJ\ /H(N
o)
H3C/\CH3

O 3

Ab——

L Yo
una mezcla de las mismas;
ch CH3
)‘l\ /\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\ /Y\'r _@
LK N-n
Al N\e/\o/);\/
0 NH,
L Ix.
H3C CH3;
H (0]
Ab-—NMOm )I\ /\/0\/\0/\/0\%0/\)1\ _Q
3
N
°N
0 NH,
L Yo

una mezcla de las mismas;



una mezcla de las mismas;

H
Ab—-N H
+™o R

H
o lemo N
3 Ns
°N

una mezcla de las mismas;

0] 0]
H R
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HsC CHg

C

H,C CHs

o) 0 hoO 4
o)J\N/\/CO\/%ﬁLN N""HLNO‘O
H H
o)

)

Hz

CHs;
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una mezcla de las mismas;

una mezcla de las mismas;

Al

o

H
Ab—-N
\6/\0
L 3

una mezcla de las mismas;

INEgEe
! M | O
N N\g/\)J\”/\/(O

Al

o

H
Ab—-N
\6/\0
L 3

una mezcla de las mismas;

108

o
N & HoC CHa
N’N | P Q H
N NNN/\JO%J\N N
oYy

HsC CHs

HaC CHs

Q H
L N,
4 N
H o

HsC CHs

?
, /U—N o]

CHgy

HsC ‘\_<O

CHs

N/!“ | o 0 b0y
N NNN/\/(O\/)—JLN N,,,,,HJ—N—©~O

CH3

LT
NJ“ | o 0 b9 4
N NNN/\/QO\/);J\N N//,,,HLN@O

CHy

0

0
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H
Ab—-N
fAO
3

>
o

t
Iz

una mezcla de las mismas;

N | (0] (0] H (0]
H \N NNN/\/('O\/%_JJ\N N//,,, N
Ab H 4R H o

B
5
s

o0 una mezcla de las mismas;

N 7 P H 9 on o
. N NNN/\}O\/Q—JL N, N@ A /—Q»o
Ab1—N B 4 N 0 N
o S : |
3
NH
A

H,N™ 0

A

o

o)
“HG\/ )h O HiG CHs
N o} o (o}
N, || H H o
N NN ~do - N,, N@ N
H 4 H [N
ox ! N
NH
A

L H.N" Y0

HsC 0 5
Q HsC CHs _\_< .
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una mezcla de las mismas;

en donde Ab es un anticuerpo y x es un entero desde 1-30. En algunas modalidades, x es
un entero desde 1 hasta 4. En algunas modalidades, x es 4. En algunas modalidades, x es
2.

[333] También se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide que tiene las

o/\,o\/\‘ Q e 50% Ay g} %

¢ %

siguientes formulas:

IZ

H

*\< HH

N QMN\A /\/°\/\o/\/°V\( i)\uxr Hk /©/ OH

Qﬁ%%

o
OH ol OH

0 mezclas de las mismas.

En modalidades particulares, Ab es un anticuerpo y x es un entero desde 1-30. En
algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4. En algunas modalidades, x es 4. En
algunas modalidades, x es 2.

[334] También se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide que tiene la

siguente férmula:

Ab——Sq

[335] También se establecen aqui conjugados anticuerpo-esteroide que tiene las
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siguientes formulas:

0 mezclas de las mismas;

Ab/[/ “— O/\({){H\/\/\’\‘I)Hfﬂj:gn\_)\” /©/

N
N
N

0 mezclas de las mismas;
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5 0 mezclas de las mismas;




0 mezclas de las mismas;

P

N

/“j ¢
Ab \—\

N-N

n

0 mezclas de las mismas;
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En modalidades particulares, Ab es un anticuerpo y x es un entero desde 1-30. En
algunas modalidades, x es un entero desde 1 hasta 4. En algunas modalidades, x es 4. En
algunas modalidades, x es 2.

[336] También se proporcionan aqui conjugados de agente de union de budesonida
o diflorasona.

[337] Los agentes de unién adecuados para cualquiera de los conjugados
proporcionados en la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos,
linfocinas, hormonas, factores de crecimiento, receptores virales, interleucinas, o cualquier
otra molécula o sustancia de union a células o de union a péptidos.

[338] En algunas modalidades, el agente de unién es un anticuerpo. El término
“anticuerpo”, segun se utiliza aqui, significa cualquier molécula o complejo molecular de
union a antigeno que comprenda al menos una regibn de determinacion de
complementariedad (CDR) que se une especificamente a o interactia con un antigeno
particular. El término “anticuerpo” incluye moléculas de inmunoglobulina que comprenden
cuatro cadenas de polipéptido, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces de disulfuro, asi como multimeros de las mismas (por ejemplo,
IgM). Cada cadena pesada comprende una region variable de cadena pesada (abreviada
aqui como HCVR 0 V}) y una region constante de cadena pesada. La region constante de
cadena pesada comprende tres dominios, Cyl, C42 y Cy3. Cada cadena ligera comprende
una region variable de cadena ligera (abreviada aqui como LCVR o V,) y una regién
constante de cadena ligera. La regidon constante de cadena ligera comprende un dominio
(CL1). Las regiones Vy y V. pueden subdividirse adicionalmente en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones de determinacién de complementariedad (CDRS),
intercaladas con regiones que estdn mas conservadas, denominadas regiones de armazén
(FR). Cada V4 y V. estd compuesta de tres CDRs y cuatro FRs, dispuestas desde el

terminal amino hasta el terminal carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
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FR3, CDR3, FR4. En algunas modalidades, las FRs del anticuerpo (o porcion de union a
antigeno del mismo) pueden ser idénticas a las secuencias de linea germinal humana, o
pueden ser naturalmente o artificialmente modificadas. Una secuencia de consenso de
aminodcidos se puede definir con base en un analisis lado a lado de dos 0 mas CDRs.

[339] El término “anticuerpo”, segun se utiliza aqui, también incluye fragmentos de
union a antigeno de moléculas de anticuerpo completas. Los términos “porcién de union a
antigeno” de un anticuerpo, “fragmento de union a antigeno” de un anticuerpo, y similares,
segun se utiliza aqui, incluyen cualquier polipéptido o glicoproteina de origen natural,
enzimaticamente obtenible, sintético, o0 genéticamente disefiado que se una
especificamente a un antigeno para formar un complejo. Los fragmentos de unién a
antigeno de un anticuerpo pueden derivarse, por ejemplo, a partir de moléculas de
anticuerpo completas utilizando cualquier técnica estandar adecuada, tal como las técnicas
de digestion proteolitica o de ingenieria genética recombinante que involucran la
manipulacién y la expresion de ADN que codifica dominios de anticuerpo variable y
opcionalmente constante. Tal ADN es conocido y/o esta facilmente disponible a partir de,
por ejemplo, fuentes comerciales, bibliotecas de ADN (incluyendo, por ejemplo, bibliotecas
de fago-anticuerpos), o se puede sintetizar. El ADN puede secuenciarse y manipularse
guimicamente o mediante el uso de técnicas de biologia molecular, por ejemplo, para
disponer uno o mas dominios variables y/o constantes en una configuracién adecuada, o
para introducir codones, crear residuos de cisteina, modificar, agregar o eliminar
aminodcidos, etcétera.

[340] Ejemplos no limitantes de los fragmentos de union a antigeno incluyen: (i)
fragmentos Fab; (i) fragmentos F(ab')2; (iii) fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (V)
moléculas de cadena sencilla Fv (scFv); (vi) fragmentos dAb; y (vii) unidades de
reconocimiento minimo que consisten en los residuos de aminoacidos gque imitan la regiéon
hipervariable de wun anticuerpo (por ejemplo, una region de determinacion de
complementariedad (CDR) aislada tal como un péptido CDR3), o un péptido FR3-CDR3-
FR4 restringido. Otras moléculas disefiadas, tales como anticuerpos especificos al dominio,
anticuerpos de dominio sencillo, anticuerpos de dominio eliminado, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos injertados con CDR, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, minicuerpos,
nanocuerpos (por ejemplo, nanocuerpos monovalentes, nanocuerpos bivalentes, etcétera),
inmunofarmacéuticos modulares pequefios (SMIPs), y dominios de IgNAR variable de

tiburon, también se incluyen dentro de la expresion “fragmento de unién a antigeno”, segun
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se utiliza aqui.

[341] Un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo tipicamente comprendera
al menos un dominio variable. El dominio variable puede ser de cualquier tamafio o
composicion de aminoacidos y generalmente comprendera al menos una CDR que es
adyacente a 0 en marco con una o mas secuencias de armazén. En los fragmentos de
union a antigeno que tienen un dominio de Vy asociado con un dominio de V|, los dominios
de Vy y V. pueden situarse uno con relacion al otro en cualquier disposicion adecuada. Por
ejemplo, la region variable puede ser dimérica y contener dimeros de Vy-Vy, Vy-VL 0 V-V,.
Alternativamente, el fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo puede contener un
dominio de V4 0 V. monomeérico.

[342] En ciertas modalidades, un fragmento de union a antigeno de un anticuerpo
puede contener al menos un dominio variable unido covalentemente a al menos un dominio
constante. Las configuraciones ejemplares, no limitantes, de los dominios variable y
constante que pueden encontrarse dentro de un fragmento de unién a antigeno de un
anticuerpo de la presente divulgacion incluyen: (i) Vy-Cul; (i) Vu-Cp2; (i) Vu-Cy3; (iv) Vu-
Cul-Cu2; (v) Vy-Cpl-Cp2-Cy3; (Vi) Vu-Cy2-Cy3; (vil) Vi-Cy; (viii) V-Cpl; (iX) V-Ch2; (X) V-
Ch3; (Xi) V-Chl-Cp2; (xii) V-Cul-Cy2-Cy3; (xiii) Vi -Cx2-Cu3; vy (xiv) Vi -C.. En cualquier
configuracion de dominios variable y constante, incluyendo cualquiera de las
configuraciones ejemplares listadas anteriormente, los dominios variable y constante
pueden estar ya sea directamente unidos entre si 0 pueden estar unidos por una region de
enlazador o bisagra completa o parcial. Una region de bisagra puede consistir en al menos
2 (por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 o mas) aminoacidos que dan como resultado una union
flexible o semiflexible entre dominios variable y/o constante adyacentes en una sola
molécula de polipéptido. Ademas, un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo de la
presente divulgacion puede comprender un homo-dimero o hetero-dimero (u otro
multimero) de cualquiera de las configuraciones de dominio variable y constante listadas
anteriormente en asociacién no covalente entre si y/o con uno o mas dominios Vy 0 V.
monomeéricos (por ejemplo, mediante enlace(s) de disulfuro).

[343] Como con las moléculas de anticuerpo completas, los fragmentos de union a
antigeno pueden ser monoespecificos o multiespecificos (por ejemplo, biespecificos). Un
fragmento de union a antigeno multiespecifico de un anticuerpo tipicamente comprenderd al
menos dos dominios variables diferentes, en donde cada dominio variable es capaz de

unirse especificamente a un antigeno separado o a un epitope diferente en el mismo
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antigeno. Cualquier formato de anticuerpo multiespecifico, incluyendo los formatos de
anticuerpo biespecifico ejemplares aqui descritos, puede adaptarse para el uso en el
contexto de un fragmento de union a antigeno de un anticuerpo de la presente divulgacion
utilizando técnicas de rutina disponibles en la técnica.

[344] Los anticuerpos de la presente divulgacion pueden funcionar a través de la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) o la citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos (ADCC). La “citotoxicidad dependiente del complemento”
(CDC) se refiere a la lisis de células que expresan antigeno por un anticuerpo de la
presente divulgacion en presencia del complemento. La “citotoxicidad mediada por células
dependientes de anticuerpos” (ADCC) se refiere a una reacciéon mediada por células en que
células citotoxicas no especificas que expresan receptores Fc (FcRs) (por ejemplo, células
asesinas naturales (NK), neutrdfilos, y macréfagos) reconocen el anticuerpo unido en una
célula objetivo y por lo tanto conducen a la lisis de la célula objetivo. La CDC y la ADCC se
pueden medir utilizando ensayos que son bien conocidos y estan disponibles en la técnica.
(Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,500,362
y 5,821,337, y Clynes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. (EE. UU.) 95:652-656). La region
constante de un anticuerpo es importante en la capacidad de un anticuerpo para fijar el
complemento y mediar la citotoxicidad dependiente de células. Por lo tanto, el isotipo de un
anticuerpo se puede seleccionar con base en si es deseable que el anticuerpo medie la
citotoxicidad.

[345] Los anticuerpos utiles para los compuestos aqui incluyen anticuerpos
humanos. El término “anticuerpo humano”, segun se utiliza aqui, pretende incluir
anticuerpos que tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir
residuos de aminodacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica al sitio in vitro o por mutaciéon somatica in vivo), por ejemplo en las CDRs y en
particular CDR3. Sin embargo, el término “anticuerpo humano”, segun se utiliza aqui, no
pretende incluir anticuerpos en los cuales secuencias de CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, han sido injertadas sobre
secuencias de armazon humanas. El término “anticuerpo humano” no incluye moléculas
existentes de manera natural que normalmente existen sin modificacion o

intervencion/manipulacién humana, en un organismo vivo existente de manera natural, no
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modificado.

[346] Los anticuerpos pueden, en algunas modalidades, ser anticuerpos humanos
recombinantes. El término “anticuerpo humano recombinante”, segun se utiliza aqui,
pretende incluir todos los anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan
por medios recombinantes, tales como los anticuerpos expresados utilizando un vector de
expresion recombinante transfectado en una célula hospedera (descrita mas adelante),
anticuerpos aislados a partir de una biblioteca de anticuerpos humanos combinatorios,
recombinantes (descrita mas adelante), anticuerpos aislados a partir de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico para los genes de inmunoglobulina humana (véase,
por ejemplo, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) o anticuerpos preparados,
expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que impliqgue el empalme de
secuencias de genes de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN. Tales
anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes derivadas a
partir de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertas
modalidades, sin embargo, tales anticuerpos humanos recombinantes se someten a
mutagénesis in vitro (0, cuando se utiliza un animal transgénico para secuencias de Ig
humana, mutagénesis somatica in vivo) y, por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de
las regiones de Vy y V_ de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque se
derivan de y se relacionan a las secuencias de Vy y V. de linea germinal humana, pueden
no existir naturalmente en el repertorio de linea germinal del anticuerpo humano in vivo.

[347] Los anticuerpos humanos pueden existir en dos formas que estan asociadas
con la heterogeneidad de la bisagra. En una forma, una molécula de inmunoglobulina
comprende un constructo estable de cuatro cadenas de aproximadamente 150-160 kDa en
gue los dimeros se mantienen unidos mediante un enlace de disulfuro de cadena pesada
entre cadenas. En una segunda forma, los dimeros no se unen a través de enlaces de
disulfuro entre cadenas y una molécula de aproximadamente 75-80 kDa se forma
compuesta de una cadena ligera y pesada covalentemente acoplada (medio anticuerpo).
Estas formas han sido extremadamente dificiles de separar, incluso después de la
purificacién por afinidad.

[348] La frecuencia de apariciébn de la segunda forma en varios isotipos de IgG
intactos se debe a, pero no se limita a, las diferencias estructurales asociadas con el isotipo
de la regidn de bisagra del anticuerpo. Una sola sustitucion de aminoacidos en la regién de

bisagra de la bisagra de IgG4 humana puede reducir significativamente la aparicion de la
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segunda forma (Angal et al. (1993) Molecular Immunology 30:105) a niveles tipicamente
observados utilizando una bisagra de IgGl humana. La presente divulgacion abarca
anticuerpos que tienen una o mas mutaciones en la bisagra, region de C42 o Cy3 que
puede ser deseable, por ejemplo, en la produccién, para mejorar el rendimiento de la forma
del anticuerpo deseada.

[349] Los anticuerpos utiles para los compuestos aqui pueden ser anticuerpos
aislados. Un “anticuerpo aislado”, segun se utiliza aqui, significa un anticuerpo que ha sido
identificado y separado y/o recuperado a partir de al menos un componente de su ambiente
natural. Por ejemplo, un anticuerpo que se ha separado o removido a partir de al menos un
componente de un organismo, o de un tejido o célula en que el anticuerpo existe
naturalmente o se produce naturalmente, es un “anticuerpo aislado” para los propositos de
la presente divulgacion. Un anticuerpo aislado también incluye un anticuerpo in situ dentro
de una célula recombinante. Los anticuerpos aislados son anticuerpos que se han sometido
a al menos una etapa de purificacion o aislamiento. De acuerdo con ciertas modalidades,
un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otros quimicos y/o materiales
celulares.

[350] Los anticuerpos Utiles para los compuestos aqui descritos pueden comprender
una 0 mas sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoéacidos en las regiones de
armazon y/o de CDR de los dominios variables de cadena pesada y ligera en comparacion
con las secuencias de linea germinal correspondientes a partir de las cuales se derivaron
los anticuerpos. Tales mutaciones pueden determinarse facilmente comparando las
secuencias de aminoacidos aqui descritas a las secuencias de linea germinal disponibles a
partir de, por ejemplo, bases de datos publicas de secuencias de anticuerpos. La presente
divulgacion incluye anticuerpos, y fragmentos de unién a antigeno de los mismos, que se
derivan a partir de cualquiera de las secuencias de aminoacidos aqui descritas, en donde
uno o mas aminoécidos dentro de una o mas regiones de armazon y/o de CDR estan
mutados al residuo(s) correspondiente de la secuencia de linea germinal a partir de la cual
se derivé el anticuerpo, o al residuo(s) correspondiente de otra secuencia de linea germinal
humana, o a una sustituciébn de aminoacidos conservadora del residuo(s) de linea germinal
correspondiente (tales cambios de secuencia se refieren aqui colectivamente como
“mutaciones de linea germinal”). Una persona de habilidad ordinaria en la técnica,
comenzando con las secuencias de region variable de cadena pesada y ligera aqui

descritas, puede producir facilmente numerosos anticuerpos y fragmentos de unién a
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antigeno que comprenden una o mas mutaciones de linea germinal individuales o
combinaciones de las mismas. En ciertas modalidades, todos los residuos de armazén y/o
de CDR dentro de los dominios V y/o V| se vuelven a mutar a los residuos encontrados en
la secuencia de linea germinal original a partir de la cual se derivé el anticuerpo. En otras
modalidades, solo ciertos residuos se vuelven a mutar a la secuencia de linea germinal
original, por ejemplo, solo los residuos mutados encontrados dentro de los primeros 8
aminoacidos de FR1 o dentro de los ultimos 8 aminoacidos de FR4, o solo los residuos
mutados encontrados dentro de CDR1, CDR2 o CDR3. En otras modalidades, uno o mas
de los residuos de armazén y/o de CDR se mutan al residuo(s) correspondiente de una
secuencia de linea germinal diferente (es decir, una secuencia de linea germinal que es
diferente de la secuencia de linea germinal a partir de la cual el anticuerpo fue
originalmente derivado). Adicionalmente, los anticuerpos de la presente divulgacién pueden
contener cualquier combinacién de dos o mas mutaciones de linea germinal dentro de las
regiones de armazén y/o de CDR, por ejemplo, en donde ciertos residuos individuales se
mutan al residuo correspondiente de una secuencia de linea germinal particular mientras
que ciertos otros residuos que difieren de la secuencia de linea germinal original se
mantienen o se mutan al residuo correspondiente de una secuencia de linea germinal
diferente. Una vez obtenidos, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno que
contienen una 0 mas mutaciones de linea germinal pueden ensayarse facilmente para una
0 mas propiedades deseadas tales como, especificidad de unidon mejorada, afinidad de
union aumentada, propiedades bioldgicas agonistas o antagonistas realzadas o mejoradas
(segun pueda ser el caso), inmunogenicidad reducida, etcétera.

[351] En algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal,
anticuerpo policlonal, fragmento de anticuerpo (Fab, Fab', y F(ab)2, minicuerpo, diacuerpo,
tricuerpo, y similares), o anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos aqui pueden humanizarse
utilizando los métodos descritos en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
6,596,541 y la Publicacién de los Estados Unidos de Norteamérica No. 2012/0096572, cada
una incorporada por referencia en su totalidad.

[352] Cuando el agente de unidn es un anticuerpo, se une a un asociado de unién a
antigeno que es un polipéptido y puede ser una molécula transmembrana (por ejemplo, un
receptor) o un factor de crecimiento que podria ser glicosilado o fosforilado.

[353] Los objetivos adecuados a los que se une el agente de union incluyen

cualquier objetivo al que sea deseable la entrega de esteroides. En algunas modalidades, el
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agente de unién es un anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une a un objetivo seleccionado a partir de: AXL, BAFFR, BCMA,
componentes de lista BCR, BDCA2, BDCA4, BTLA, BTNL2 BTNL3, BTNL8, BTNLY9,
C10orf54, CCR1, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CD1l1c, CD137,
CD138, CD14, CD168, CD177, CD19, CD20, CD209, CD209L, CD22, CD226, CD248,
CD25, CD27, CD274, CD276, CD28, CD30, CD300A, CD33, CD37, CD38, CD4, CDA40,
CD44, CD45, CD46, CD47, CD48, CD5, CD52, CD55, CD56, CD59, CD62E, CD68, CD69,
CD70, CD74, CD79a, CD79b, CD8, CD80, CD86, CD90.2, CD96, CLEC12A, CLEC12B,
CLEC7A, CLEC9A, CR1, CR3, CRTAM, CSF1R, CTLA4, CXCR1/2, CXCR4, CXCR5,
DDR1, DDR2, DEC-205, DLL4, DR6, FAP, FCamR, FCMR, FcR's, Fire, GITR, HHLA2, HLA
clase Il, HVEM, ICOSLG, IFNLR1, IL10R1, IL10R2, IL12R, IL13RA1, IL13RA2, IL15R,
ILL7RA, IL17RB, IL17RC, IL17RE, IL20R1, IL20R2, IL21R, IL22R1, IL22RA, IL23R, IL27R,
IL29R, IL2Rg, IL31R, IL36R, IL3RA, IL4R, IL6R, IL5R, IL7R, IL9R, Integrinas, LAG3, LIFR,
MAG/Siglec—4, MMR, MSR1, NCR3LG1, NKG2D, NKp30, NKp46, PDCD1, PROKR1, PVR,
PVRIG, PVRL2, PVRL3, RELT, SIGIRR, Siglec-1, Siglec-10, Siglec-5, Siglec-6, Siglec-7,
Siglec-8, Siglec—9, SIRPA, SLAMF7, TACI, componentes/asoc. de lista TCR, PTCRA,
TCRDb, CD3z, CD3, TEK, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TIGIT, TLR2, TLR4, TROY, TSLPR,
TYRO, VLDLR, VSIG4, y VTCNL1.

[354] Los enlazadores de agente de union pueden unirse al agente de unién, por
ejemplo, anticuerpo o molécula de union a antigeno, a través de una union en un
amino&cido particular dentro del anticuerpo o molécula de uniéon a antigeno. Uniones de
aminodcidos ejemplares que se pueden utilizar en el contexto de este aspecto de la
divulgacion incluyen, por ejemplo, lisina (véase, por ejemplo, US 5,208,020; US
2010/0129314; Hollander et al., Bioconjugate Chem., 2008, 19:358-361; WO 2005/089808;
US 5,714,586; US 2013/0101546; y US 2012/0585592), cisteina (véase, por ejemplo, US
2007/0258987; WO 2013/055993; WO 2013/055990; WO 2013/053873; WO 2013/053872;
WO 2011/130598; US 2013/0101546; y US 7,750,116), selenocisteina (véase, por ejemplo,
WO 2008/122039; y Hofer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU, 2008, 105:12451-12456),
formil glicina (véase, por ejemplo, Carrico et al., Nat. Chem. Biol., 2007, 3:321-322; Agarwal
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU., 2013, 110:46-51, y Rabuka et al., Nat. Protocols,
2012, 10:1052-1067), aminoacidos no naturales (véase, por ejemplo, WO 2013/068874, y
WO 2012/166559), y aminoacidos &cidos (véase, por ejemplo, WO 2012/05982). Los

enlazadores pueden conjugarse a través de glutamina a través de conjugacion quimio-
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enzimatica basada en transglutaminasa (véase, por ejemplo, Dennler et al., Bioconjugate
Chem. 2014, 25, 569-578). Los enlazadores también pueden conjugarse a una proteina de
unién a antigeno mediante la unién a carbohidratos (véase, por ejemplo, US 2008/0305497,
WO 2014/065661, y Ryan et al., Food & Agriculture Immunol., 2001, 13:127-130) y
enlazadores de disulfuro (véase, por ejemplo, WO 2013/085925, WO 2010/010324, WO
2011/018611, WO 2014/197854, y Shaunak et al., Nat. Chem. Biol., 2006, 2:312-313). En
algunos ejemplos, el agente de unidn es un anticuerpo, y el anticuerpo estd unido al
enlazador a través de un residuo de lisina. En algunas modalidades, el anticuerpo esta
unido al enlazador a través de un residuo de cisteina.
D. METODOS DE PREPARACION DE COMPUESTOS

[355] Los conjugados aqui descritos se pueden sintetizar acoplando los enlazador-
cargas U(tiles aqui descritas con un agente de union, por ejemplo, anticuerpo bajo
condiciones de conjugacion estandar (véase, por ejemplo, Drug Deliv. Junio de 2016;
23(5):1662-6; AAPS Journal, Vol. 17, No. 2, Marzo de 2015; y Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 561,
la totalidad de las cuales se incorpora aqui por referencia). Los enlazador-cargas Utiles son
intermedios sintéticos que comprenden la carga util de interés y el radical de enlace que en
Gltima instancia sirve como el radical (o la porciébn del mismo) que conecta el agente de
union con la carga util. Los enlazador-cargas utiles comprenden un grupo reactivo que
reacciona con el agente de union para formar los conjugados aqui descritos. Cuando el
agente de unién es un anticuerpo, el anticuerpo se puede acoplar a un enlazador-carga util
a través de una o mas cisteina, lisina, u otro residuo del anticuerpo. Los enlazador-cargas
Utiles se pueden acoplar a residuos de cisteina, por ejemplo, sometiendo el anticuerpo a un
agente de reduccion, por ejemplo, ditioteritol, para escindir los enlaces de disulfuro del
anticuerpo, purificando el anticuerpo reducido, por ejemplo, mediante filtracién en gel, y
posteriormente haciendo reaccionar el anticuerpo con un enlazador-carga Gtil que contiene
un radical reactivo, por ejemplo, un grupo maleimido. Los solventes adecuados incluyen,
pero no se limitan a, agua, DMA, DMF, y DMSO. Los enlazador-cargas utiles que contienen
un grupo reactivo, por ejemplo, éster activado o grupo haluro de &cido, pueden acoplarse a
residuos de lisina. Los solventes adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, DMA,
DMF, y DMSO. Los conjugados se pueden purificar utilizando técnicas de proteinas
conocidas, incluyendo, por ejemplo, cromatografia de exclusion por tamafo, didlisis, y
ultrafiltracion/diafiltracion.

[356] Los agentes de union, por ejemplo, anticuerpos, también pueden conjugarse
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mediante una reaccion de quimica clic. En algunas modalidades de dicha reaccion de
guimica clic, el enlazador-carga atil comprende un grupo reactivo, por ejemplo, un alquino
que es capaz de experimentar una reaccion de cicloadicion 1,3 con una azida. Tales grupos
reactivos adecuados incluyen, pero no se limitan a, alquinos tensionados, por ejemplo,
aguellos adecuados para cicloadiciones de alquino-azida promovidas por tensién (SPAAC),
cicloalquinos, por ejemplo, ciclooctinos, alquinos benzanulados, y alquinos capaces de
experimentar reacciones de cicloadicion 1,3 con azidas en ausencia de catalizadores de
cobre. Los alquinos adecuados también incluyen, pero no se limitan a, DIBAC, DIBO,
BARAC, DIFO, alquinos sustituidos, por ejemplo, fluorados, aza-cicloalquinos, BCN, vy
derivados de los mismos. Los enlazador-cargas utiles que comprenden tales grupos
reactivos son utiles para conjugar anticuerpos que han sido funcionalizados con grupos
azido. Tales anticuerpos funcionalizados incluyen anticuerpos funcionalizados con grupos
azido-polietilenglicol. En ciertas modalidades, tal anticuerpo funcionalizado se deriva
haciendo reaccionar un anticuerpo que comprende al menos un residuo de glutamina, por
ejemplo, la cadena pesada Q295, con un compuesto de acuerdo con la féormula H,N—LL—Ns3,
en donde LL es un grupo de polietilenglicol divalente, en presencia de la enzima
transglutaminasa. Por conveniencia, en ciertas Férmulas aqui, el anticuerpo Ab es un
anticuerpo modificado, con uno o mas grupos —LL—N3 covalentemente unidos, o residuos de
los mismos. Preferiblemente, cada —LL—N; se une covalentemente a una cadena lateral de
aminodcido de un residuo de glutamina del anticuerpo. También preferiblemente, el —LL—N3
es o0 puede ser reaccionado con un grupo reactivo RG para formar un enlace covalente a un
enlazador-carga util. Nuevamente por conveniencia, en ciertas formulas aqui, los grupos -
LL—N; estan expresamente dibujados.

[357] Se establecen aqui métodos para sintetizar los conjugados aqui descritos que
comprenden contactar un agente de unioén, por ejemplo, anticuerpo, con un enlazador-carga
atil aqui descrito. En ciertas modalidades, el enlazador-carga util incluye un radical
ciclodextrina.

[358] En algunas modalidades, el enlazador carga util es un compuesto de Férmula

(m:
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R2
R’ ©
0]
R3
(1
(RP);
RL—X—(CHZ)O_Z@X—
(@ R®esRL—, RL-X—, 0 ;
R y R? son cada una, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(0)-O—, —
R4
O)\O
5 OH, o halo; o R' y R? conjuntamente forman Y *** en donde R* es alquilo,
arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N; en donde el alquilo,
arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente
sustituidos con —NR?*R®: o
(b) R® es —OH, alquil-C(O)-O—, heteroalquilo, —-NR®R® o ariloxi, en donde el
10 alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con —
R4
O)\O
NR?R" o halo, y R' y R? conjuntamente forman "} *** en donde R* es —RL—
, RL_X@(CHZ)O'Z_, BL=X=(CH2)14— o RL-Y, en donde Y es un
heterociclo divalente que contiene N;
RL es un enlazador reactivo;
15 R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R%y R" son, independientemente en cada caso, —H o alquilo;
R, independientemente en cada caso, es halo;
X, independientemente en cada caso, es NR* u O;
@ es arilo o heteroarilo; y
20 n es un entero desde 0-19.

[359] Los compuestos de Formula (I) son enlazador-cargas Utiles que son Utiles

como intermedios sintéticos en la sintesis de los conjugados aqui descritos. Estos

enlazador-cargas utiles comprenden un grupo reactivo que puede reaccionar con un



10

15

20

25

128

anticuerpo para formar los conjugados aqui descritos.

[360] En algunos ejemplos de Foérmula (ll), R* y R® son, cada una,
independientemente, —H, alquilo, u —OH. En algunos ejemplos de Férmula (ll), una de R' o
R? es —H, alquilo, u —OH. En algunos ejemplos de Férmula (Il), ambas de R' y R? son ya

sea —H, alquilo, u —OH.

R4

PN

o O
[361] En algunos ejemplos de Formula (I1), R* y R* conjuntamente forman e

En algunos ejemplos, R* es —RL. En algunos ejemplos, R* es RL—-NR*-arilo. En algunos
otros ejemplos, R* es alquilo. En ciertos ejemplos, R* es arilalquilo, En algunos ejemplos, R*
es arilo. En otros ejemplos, R* es heterocicloalquilo que contiene N. En algunos de estos
ejemplos, el alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N opcionalmente esta
sustituido.

[362] En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es halo. En algunos ejemplos de
Formula (1), R® es fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (Il), una de R® es halo. En
algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es halo y n es 2. En algunos ejemplos de Férmula (l),
R® es —F y n es 1. En algunos ejemplos de Férmula (I1), R> es —=F y n es 2.

[363] En algunos ejemplos de Formula (Il), R® es RL. En algunos ejemplos de
Formula (I1), R® es RL—NR®-ariloxi—. En algunos otros ejemplos de Férmula (Il), R® es —OH.
En algunos otros ejemplos de Férmula (1), R® es alquil-C(0)-O-. En algunos otros
ejemplos de Férmula (1), R® es heteroalquilo. En algunos otros ejemplos de Férmula (I1), R®
es -N—-R®R". En algunos otros ejemplos de Férmula (Il), R® es arilo. En algunos otros
ejemplos de Férmula (), R® es ariloxi. En algunos otros ejemplos de Férmula (11), alquil—
C(0)-0-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con -NR?R® o halo.

[364] En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es —OH. En algunos ejemplos de

o O\;
Férmula (1), R® es alqui-C(O)-O—. En algunos ejemplos de Férmula (I1), R® es HsciCH:%
En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es heteroalquilo. En algunos ejemplos de Férmula
Kl\e)s RL
(), R® es Hac/H\j 0 g"s . En algunos ejemplos de Formula (Il), R® es H3C/N\f£ 0
IIQL
(Y

CH;  En algunos ejemplos de Férmula (I1), R® es -NR°R". En algunos ejemplos de
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RL H3Q
. a — . , N
Formula (I1), R® es R . En algunos ejemplos de Formula (), R® es H3C . En
Rla
R-L—l}l+—§
algunos ejemplos de Férmula (1), R® es R° . En algunos ejemplos de Férmula (Il), R®

O
es ariloxi. En algunos ejemplos de Férmula (I1), R® es . En algunos ejemplos de

O

Formula (1), R® es H2N . En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es
s F O
o
N . En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es H2N . En
algunos ejemplos de Formula (), R® es H . En algunos ejemplos de
F

o

Formula (Il), R® es HzN . En algunos ejemplos de Férmula (), R® es
F
é’ﬁ o
RL< ch\H
N . En algunos ejemplos de Férmula (Il), R® es . En
oS
algunos ejemplos de Formula (Il), R® es RL . En algunos ejemplos de

98
Formula (1), R® es .

[365] En la Formula (l1), el subindice n es un entero desde 0-19. En algunos
ejemplos, n es 0. En algunos otros ejemplos, n es 1. En ciertos ejemplos, n es 2. En
algunos otros ejemplos, n es 3. En ciertos ejemplos, n es 4. En algunos ejemplos, n es 5.
En algunos otros ejemplos, n es 6. En ciertos ejemplos, n es 7. En algunos otros ejemplos,
n es 8. En ciertos ejemplos, n es 9. En algunos ejemplos, n es 10. En algunos otros
ejemplos, n es 11. En ciertos ejemplos, n es 12. En algunos otros ejemplos, n es 13. En
ciertos ejemplos, n es 14. En algunos ejemplos, n es 15. En algunos otros ejemplos, n es

16. En ciertos ejemplos, n es 17. En algunos otros ejemplos, n es 18. En ciertos ejemplos, n
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es 19.

[366] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (lla):

(rR9).

(la)

5 endonde:
R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;
R? se selecciona a partir de —OH, alquil-C(0)-O—, heteroalquilo, -NR?R" o ariloxi, en
donde
el alquil-C(O)-O-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esté sustituido con —-NR?R"
10 o halo;
RL es un enlazador reactivo;
R?y R” se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, y
alquil-C(0); y
n es un entero desde 0-19.
15 [367] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (l1a2):

(Flef’)n
H o]
RL—N—< >—<

e} (@]

(o]
R3
(lla2);
en donde:

20 R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;

R?® es —OH, alquil-C(0)-O-, heteroalquilo, -NR?R" o ariloxi, en donde el alquil-
C(0)-0-, heteroalquilo, o ariloxi opcionalmente esta sustituido con -NR?R" o halo;
RL es un enlazador reactivo;
R%y R" se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, o
25 alquil-C(0);y
n es un entero desde 0-19.

En algunos ejemplos de Férmula (l1a2), R® es —OH. En algunos ejemplos de Férmula
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(lla2), R? es alquil-C(0)-O-. En algunos ejemplos R® es Hs CHs En algunos ejemplos

H

L
w Y
de Formula (lla2), R® es heteroalquilo. En algunos ejemplos R® es 0. En

CHj

N

3C/ ~

algunos ejemplos de Férmula (lla2), R® es -NR?R". En algunos ejemplos R® es JJJJ .

En algunos ejemplos de Férmula (l1a2), R® es ariloxi. En algunos ejemplos de Férmula
O O

(lla2), R® es ©/ . En algunos ejemplos de Férmula (Ila2), R® es H2N

F O

En algunos ejemplos de Férmula (l1a2), R® es Hz2N . En algunos ejemplos de

F
O\«j

Formula (lla2), R® es HN . En algunos ejemplos de Férmula (lla2), R® es

e ST

N

[368] En algunos ejemplos, el compuesto de Formula (lla2) tiene la siguiente

estructura:

en donde:
R® es —OH o alquil-C(O)-0—-;
R* y R*® son cada una, independientemente, -F o H; y
RL es un enlazador reactivo.
[369] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (lIb):
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O
R4~
O
RL—N@O o
(1b);
en donde

R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, o alquilo;

R* se selecciona a partir de alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que
contiene N, en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, o heterocicloalquilo que contiene N estan
opcionalmente sustituidos con —-NR®R";

RL es un enlazador reactivo;

R*y R® se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir de H, alquilo, y
alquil-C(0); y

n es un entero desde 0-19.

[370] En algunos ejemplos de Formula (llb), R® es halo. En algunos ejemplos de
Formula (11b), R® es fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (lIb), n es al menos 2, y dos de
R® es halo. En algunos ejemplos de Formula (Ilb), R® es F y n es 1. En algunos ejemplos de
Formula (I1b), R® es —F.

[371] En algunos ejemplos de Férmula (llb), R* es alquilo. En algunos ejemplos de
Formula (IIb), R* es metilo, etilo, n—propilo, i—propilo, n—butilo, s—butilo, t—butilo, i—butilo, un
radical pentilo, un radical hexilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, o ciclohexilo. En
algunos ejemplos de Férmula (IIb), R* es n—propilo.

[372] En algunos ejemplos, el compuesto de Férmula (llb) tiene la siguiente

estructura:

en donde:
R* es alquilo;
R*y R*® son cada una, independientemente, -F o H; y
RL es un enlazador reactivo.
[373] En algunos ejemplos, se establece aqui un compuesto que tiene la estructura

de la Férmula (llc):
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T

RL—N@O 0

(llc);
en donde

R* y R? son, independientemente, —H, alquilo, alquil-C(O)-O—, —OH, o halo;

R® se selecciona, independientemente en cada caso, a partir de —OH, halo, o alquilo;

RL es un enlazador reactivo; y

n es un entero desde 0-19.

[374] En algunos ejemplos de Formula (lic), R® es —halo. En algunos ejemplos de
Formula (llc), R® es fluoro. En algunos ejemplos de Férmula (lic), una de R® es halo. En
algunos ejemplos de Formula (lic), dos de R® es halo. En algunos ejemplos de Férmula
(llc), R®es—-Fynes 2.

[375] En algunos ejemplos de Férmula (lIc), R* es CHa.

[376] En otros ejemplos de Férmula (lic), R* es OH.

[377] En algunos otros ejemplos de Férmula (lic), R* es H.

[378] En algunos ejemplos de Férmula (lic), R* es CHs.

[379] En otros ejemplos de Férmula (lIc), R? es OH.

[380] En algunos otros ejemplos de Férmula (lic), R? es H.

[381] En algunos ejemplos de Férmula (lic), R* es CH; y R? es CH.

[382] En otros ejemplos de Férmula (lic), R* es CH; y R? es OH.

[383] En algunos ejemplos de Férmula (lic), R* es CH; y R® es H.

[384] En algunos otros ejemplos de Férmula (lic), R* es OH y R? es CHa.

[385] En otros ejemplos de Férmula (lic), R* es OH y R? es OH.

[386] En algunos ejemplos de Férmula (lic), R* es Hy R? es H.

[387] En algunos otros ejemplos de Férmula (lic), R* es H y R? es OH.

[388] En otros ejemplos de Férmula (llic), R es Hy R® es H.

[389] En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (lic) tiene la siguiente

estructura:
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(lic)
en donde:
R? es metilo;
R* y R*® son cada una, independientemente, -=F o H; y
5 RL es un enlazador reactivo.
[390] En ciertas modalidades, se establece aqui un compuesto que tiene la

estructura de la Férmula (llI-R):

5
R2 <T > n
R1
O
RE O
(INI-R);
10 en donde:
RL—§PU¢PEG)HSPL/IAALAAZ@—O—E
CD CD
R® es . R' y R? son cada una,

independientemente, —H, alquilo, alquil-C(O)-O—-, —OH, o halo; o R' y R? conjuntamente

R4

PN

o 0
forman " ", en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que

contiene N; en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene N estan
15  opcionalmente sustituidos con —-NR°R”;
R® es, independientemente en cada caso, —OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R%y R" son, independientemente en cada caso, —H o alquilo;

RP, independientemente en cada caso, es halo;

@ es arilo o heteroarilo;

20 t es un entero desde 0-2;
X es un entero desde 1-30; y en donde
RL es un enlazador reactivo, definido a continuacién; SP* y SP? son cada uno,
independientemente en cada caso, ausente o un residuo de grupo espaciador, y en donde
SP! comprende un enlazador trivalente; AA* es un enlazador trivalente que comprende un

25 residuo de aminoacido; AA? es un residuo de di-péptido; PEG es un residuo de
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polietilenglicol; en donde el r‘:‘\ indica el atomo a través del cual el grupo quimico indicado
se une a los grupos adyacentes en la férmula, CD es, independientemente en cada caso,
ausente o un residuo de ciclodextrina, en donde al menos una CD esta presente, el
subindice m es un entero desde 0 hasta 5; En estos ejemplos, el subindice m es 0, 1, 2, 3,
4, 0 5. En algunos ejemplos, el subindice m es 0. En algunos ejemplos, el subindice m es 1.
En algunos ejemplos, el subindice m es 2. En algunos ejemplos, el subindice m es 3. En
algunos ejemplos, el subindice m es 4. En algunos ejemplos, el subindice m es 5. En
algunos ejemplos, cualquiera de AA* o AA? comprende, independientemente en cada caso,
un aminodcido seleccionado a partir de alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina,
triptéfano, fenilalanina, prolina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina,
acido aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, histidina, o citrulina, un derivado de los
mismos, o una combinacion de los mismos. En ciertas modalidades, AA' es un amino&cido
seleccionado a partir de alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, triptéfano,
fenilalanina, prolina, glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, acido
aspartico, acido glutamico, lisina, arginina, histidina, o citrulina, un derivado de los mismos,
0 una combinacién de los mismos. En ciertas modalidades, AA! es lisina. En ciertas
modalidades, AA! es lisina o un derivado de lisina. En ciertas modalidades, el AA? es
valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA? es citrulina-valina. En algunas
modalidades, el AA? es valina-alanina. En algunas modalidades, el AA? es alanina-valina.
En algunas modalidades, el AA? es valina-glicina. En algunas modalidades, el AA? es
glicina-valina. En algunas modalidades, el AA? glutamato-valina-citrulina. En algunas
modalidades, el AA? es glutamina-valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA? es lisina-
valina-alanina. En algunas modalidades, el AA? es lisina-valina-citrulina. En algunas
modalidades, el AA? es glutamato-valina-citrulina. En algunos ejemplos, SP* se selecciona
independientemente en cada caso a partir del grupo que consiste en alquileno de C,¢, -NH-,
-C(O)-, (-CH,-CH,-0),, -NH-CH,-CH,-(-O-CH,-CH,).-C(0)-, -C(0)-(CH,),-C(0O)-, -C(O)-NH-
(CH,),~, y combinaciones de los mismos, en donde el subindice e es un entero desde 0
hasta 4, el subindice u es un entero desde 1 hasta 8, y el subindice v es un entero desde 1
hasta 8. En algunos ejemplos, SP? se selecciona independientemente en cada caso a partir
del grupo que consiste en alquileno de Cy4, -NH-, -C(O)-, (-CH,-CH,-0O),, -NH-CH,-CH,-(-O-
CH,-CH,)-C(0)-, -C(0)-(CH,),-C(0)-, -C(O)-NH-(CH,),-, y combinaciones de los mismos,

en donde el subindice e es un entero desde 0 hasta 4, el subindice u es un entero desde 1
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hasta 8, y el subindice v es un entero desde 1 hasta 8.
[391] En ciertas modalidades, se establece aqui un compuesto que tiene la

estructura de la Formula (llic-R):

- o)
RL—SP%PEG)FA,?“—AA&NHOO o) o
HN\(O
Cis
IIQG
CD
Formula (lllic-R)

RL es un enlazador reactivo;

CD es una ciclodextrina;

SP! es un grupo espaciador;

AA* es un residuo de aminoAcido;

AA® es un residuo de dipéptido;

PEG es polietilenglicol;

m es un entero desde 0 hasta 4;

X es un entero desde 0 hasta 30;

R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene N; en donde el
alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene N estan opcionalmente sustituidos
con —-NR®R";

R?y R” son, independientemente en cada caso, —H o alquilo;

SP' y SP? son cada uno, independientemente en cada caso, ausente o un residuo

de grupo espaciador, y en donde SP' comprende un enlazador trivalente; AA* es un

enlazador trivalente que comprende un residuo de aminoécido; AA® es un residuo de di-

péptido; PEG es un residuo de polietilenglicol; en donde el Y‘J‘\ indica el &tomo a traveés del
cual el grupo quimico indicado se une a los grupos adyacentes en la formula, CD es,
independientemente en cada caso, ausente 0 un residuo de ciclodextrina, en donde al
menos una CD estd presente, el subindice m es un entero desde 0 hasta 5; En estos
ejemplos, el subindice m es 0, 1, 2, 3, 4, 0 5. En algunos ejemplos, el subindice m es 0. En
algunos ejemplos, el subindice m es 1. En algunos ejemplos, el subindice m es 2. En

algunos ejemplos, el subindice m es 3. En algunos ejemplos, el subindice m es 4. En
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algunos ejemplos, el subindice m es 5. En algunos ejemplos, cualquiera de AA* o AA°®
comprende, independientemente en cada caso, un aminoacido seleccionado a partir de
alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, triptéfano, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, acido aspértico, acido glutamico, lisina,
arginina, histidina, o citrulina, un derivado de los mismos, 0 una combinacién de los
mismos. En ciertas modalidades, AA* es un aminoéacido seleccionado a partir de alanina,
valina, leucina, isoleucina, metionina, triptéfano, fenilalanina, prolina, glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina, glutamina, acido aspartico, acido glutamico, lisina,
arginina, histidina, o citrulina, un derivado de los mismos, 0 una combinacién de los
mismos. En ciertas modalidades, AA* es lisina. En ciertas modalidades, AA* es lisina o un
derivado de lisina. En ciertas modalidades, el AA® es valina-citrulina. En algunas
modalidades, el AA® es citrulina-valina. En algunas modalidades, el AA°® es valina-alanina.
En algunas modalidades, el AA® es alanina-valina. En algunas modalidades, el AA® es
valina-glicina. En algunas modalidades, el AA® es glicina-valina. En algunas modalidades, el
AA® glutamato-valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA® es glutamina-valina-
citrulina. En algunas modalidades, el AA® es lisina-valina-alanina. En algunas modalidades,
el AA® es lisina-valina-citrulina. En algunas modalidades, el AA® es glutamato-valina-
citrulina. En algunos ejemplos, SP* se selecciona independientemente en cada caso a partir
del grupo que consiste en alquileno de Cy, -NH-, -C(O)-, (-CH,-CH,-O),, -NH-CH,-CH,-(-O-
CH,-CH,)-C(0)-, -C(0)-(CH,),-C(0)-, -C(0O)-NH-(CH,),-, y combinaciones de los mismos,
en donde el subindice e es un entero desde 0 hasta 4, el subindice u es un entero desde 1
hasta 8, y el subindice v es un entero desde 1 hasta 8. En algunos ejemplos, SP? se
selecciona independientemente en cada caso a partir del grupo que consiste en alquileno
de Cis, -NH-, -C(O)-, (-CH2-CH»-O),, -NH-CH»-CH,-(-O-CH,-CH,)-C(0O)-, -C(O)-(CH,),-
C(0O)-, -C(0O)-NH-(CH,),~, y combinaciones de los mismos, en donde el subindice e es un
entero desde 0 hasta 4, el subindice u es un entero desde 1 hasta 8, y el subindice v es un
entero desde 1 hasta 8.

[392] Como se utiliza aqui, la frase “enlazador reactivo”, o la abreviatura “RL" se

refiere a un grupo monovalente que comprende un grupo reactivo y un grupo de enlace,

representado como, RG—L—%

, en donde RG es el grupo reactivo y L es el grupo de enlace.
El grupo de enlace es cualquier radical divalente que una el grupo reactivo a una carga util.
El grupo de enlace también incluye cualquier radical trivalente que una el grupo reactivo, un

radical ciclodextrina, y una carga util. Los enlazadores reactivos (RL), conjuntamente con
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las cargas Utiles a las cuales se unen, comprenden intermedios (“enlazador-cargas utiles”)
Gtiles como precursores sintéticos para la preparacién de los conjugados de esteroides de
anticuerpos aqui descritos. El enlazador reactivo contiene un grupo reactivo (“RG”), que es
un grupo funcional o radical que reacciona con una porcion reactiva de un anticuerpo,
anticuerpo modificado, o fragmento de unién a antigeno del mismo. El radical que resulta de
la reaccion del grupo reactivo con el anticuerpo, anticuerpo modificado, o fragmento de
unién a antigeno del mismo, conjuntamente con el grupo de enlace, comprenden la porcién
de “enlazador de agente de union” (“BL”) del conjugado, aqui descrita. En ciertas
modalidades, el “grupo reactivo” es un grupo funcional o radical (por ejemplo, maleimida o
éster de NHS) que reacciona con un residuo de cisteina o lisina de un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo. En ciertas modalidades, el “grupo reactivo” es un
grupo funcional o radical que es capaz de experimentar una reaccion de quimica clic. En
algunas modalidades de dicha reaccion de quimica clic, el grupo reactivo es un alquino que
es capaz de experimentar una reaccion de cicloadicion 1,3 con una azida. Tales grupos
reactivos adecuados incluyen, pero no se limitan a, alquinos tensionados, por ejemplo,
aquellos adecuados para cicloadiciones de alquino-azida promovidas por tension (SPAAC),
cicloalquinos, por ejemplo, ciclooctinos, alquinos benzanulados, y alquinos capaces de
experimentar reacciones de cicloadicion 1,3 con alquinos en ausencia de catalizadores de
cobre. Los alquinos adecuados también incluyen, pero no se limitan a, DIBAC, DIBO,
BARAC, alquinos sustituidos, por ejemplo, fluorados, aza-cicloalquinos, BCN, y derivados
de los mismos. Los enlazador-cargas utiles que comprenden tales grupos reactivos son
Gtiles para conjugar anticuerpos que han sido funcionalizados con grupos azido. Tales
anticuerpos funcionalizados incluyen anticuerpos funcionalizados con grupos azido-
polietilenglicol. En ciertas modalidades, tal anticuerpo funcionalizado se deriva haciendo
reaccionar un anticuerpo que comprende al menos un residuo de glutamina, por ejemplo, la
cadena pesada Q295, con un compuesto de acuerdo con la férmula H,N-LL—N3, en donde
LL es, por ejemplo, un grupo de polietilenglicol divalente, o en donde LL es un grupo
trivalente que incluye polietilenglicol y un radical ciclodextrina, en presencia de la enzima
transglutaminasa. En algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo funcionalizado

gue tiene la siguiente estructura:

b ”/{\/OtR—Ns
w

en donde Ab es un anticuerpo, R es hidrocarbilo, n es un entero desde 1 hasta 10, w es un
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entero desde 1-10. En ciertas modalidades, R es etileno. En ciertas modalidades, n es 3. En

ciertas modalidades, w es 2 0 4.

()~

| | _ | (Y
En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo, , que

puede reaccionar por medio de quimica clic con una azida, por ejemplo, N:N:N}z, para

TN
formar un producto de quimica clic, por ejemplo, N=N , Su regioisébmero, 0 una

mezcla de los mismos. En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo,

3

, que puede reaccionar por medio de quimica clic con una azida, por ejemplo,

P i
N=N= para formar un producto de quimica clic, por ejemplo, NS . En

<
A\

CH

algunos ejemplos, el grupo reactivo es un alquino, por ejemplo, , que puede

reaccionar por medio de quimica clic con una azida, por ejemplo, N:N:N/E, para formar

KN\\ %

un producto de quimica clic, por ejemplo, , SU regioisémero, o0 una mezcla de los

mismos. En algunos ejemplos, el grupo reactivo es un grupo funcional, por ejemplo,

4
N\f
0 , que reacciona con un residuo de cisteina en un anticuerpo o fragmento de union a

AbS o

N
antigeno del mismo, para formar un enlace al mismo, por ejemplo, © , en donde Ab

se refiere a un anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno del mismo y S se refiere al

atomo S en un residuo de cisteina a través del cual el grupo funcional se une al Ab. En
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O]
O
N\
o
algunos ejemplos, el grupo reactivo es un grupo funcional, por ejemplo, O , que

reacciona con un residuo de lisina en un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del

O

SN )J\(ff

N
mismo, para formar un enlace al mismo, por ejemplo, H , en donde Ab se
refiere a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo y —NH- se refiere al
extremo del residuo de lisina a través del cual el grupo funcional se une al Ab. En algunos

ejemplos, este atomo N en un residuo de lisina a través del cual se une el grupo funcional

A

[393] En algunas modalidades, RL es un radical monovalente de Férmula (RL*);

se indica aqui como la letra N sobre un enlace, por ejemplo,

RG—~(SP")q~(A)~(NR*)s=(B)~(CH2)u~(O)~( SP*)w—~(RL");

en donde RG es un grupo reactivo;

A es un aminoécido o un péptido;

R?® es H o alquilo;

B es arilo, heteroarilo, o heterocicloalquilo, en donde arilo, heteroarilo, o
heterocicloalquilo opcionalmente esta sustituido con alquilo, —OH, o —N-R?R®:

sSp? y SP? son, independientemente, unos grupos espaciadores; y g, z, S, t, U, v, y w
son, independientemente en cada caso, 0 0 1.

[394] En algunas modalidades, RL es RG—(SPl)q—(A)Z—. En algunas modalidades,

RL es RG—(SP"),—(A),—. En algunas modalidades, RL es un radical de Férmula (RL*")

RAA1
RG—(sPh—N N :
RAAZ e}
(RL™)
en donde R™!' y R™? son cada una, independientemente, cadenas laterales de

aminoécidos. En algunos ejemplos de Férmula RL*', SP' es un grupo de polietilenglicol
divalente y RG es un grupo que comprende un alquino que es capaz de experimentar una
reaccion de cicloadiciéon 1,3 con una azida.

[395] En algunas modalidades, RL tiene la siguiente estructura:

RG—(SPYq-2'-72°-73%, -
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en donde:

RG, SP?, y q son segln se define aqui:

Z' es un grupo de caproilo o polietilenglicol;

Z? es un dipéptido; y

Z3 es un grupo de PAB.

[396] En algunas otras modalidades, BL es un radical trivalente de Férmula (BL?):

—RG"~(SP")¢~(A)~(NR*)s—(B)—~(CHz),~(O),—~( SP*)u~(BL");

en donde RG" es segun se define aqui;

A es tripéptido, en donde al menos uno de los aminoacidos en el tripéptido se une
directamente o indirectamente a un radical ciclodextrina;

R?® es H o alquilo;

B es arilo, heteroarilo, o heterocicloalquilo, en donde arilo, heteroarilo, o
heterocicloalquilo opcionalmente esta sustituido con alquilo, —OH, o -NR?R";

SP! y SP? son, independientemente, unos grupos espaciadores; y q, z, S, t, U, vV, y W
son, independientemente en cada caso, 0 0 1.

[397] En algunos ejemplos, la ciclodextrina (CD) se une directamente a un residuo
de aminoéacido, tal como un residuo de aminodcido lisina. Esto significa que la CD esta una
posicion de enlace lejos del enlazador covalente del amino&cido lisina. En algunos de estos
ejemplos, el enlazador covalente también se une directamente a un radical de carga util.
Esto significa que el enlazador covalente esta una posicion de enlace lejos de una carga util
tal como, pero no limitado a una carga util de esteroides aqui establecida. En algunos de
estos ejemplos, el enlazador covalente también se une directamente a un radical CD. Esto
significa que el enlazador covalente est4 una posicion de enlace lejos de una CD, tal como
la CD(s) aqui establecida. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente es un
aminoacido lisina o un derivado del mismo.

[398] En algunos ejemplos, la CD se une indirectamente a un enlazador covalente
en un grupo de enlace (por ejemplo, un BL). Esto significa que la CD esta mas que una
posicion de enlace lejos del enlazador covalente. Esto también significa que la CD se une a
través de otro radical al enlazador covalente. Por ejemplo, la CD se puede unir a un grupo
de maleimida que se une a un grupo de polietilenglicol que se une al enlazador covalente.
En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente también se une indirectamente a un
radical de carga util. Esto significa que el enlazador covalente estd mas que una posicion de

enlace lejos de una carga util tal como, pero no limitado a una carga util de esteroides aqui
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establecida. Esto también significa que el enlazador covalente se une a través de otro
radical a la carga util. Por ejemplo, el enlazador covalente puede estar unido a un dipéptido,
tal como pero no limitado a Val-Ala o Val-Cit, que puede estar unido a para-amino benzoilo
gue puede estar unido a la carga util. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente
también se une indirectamente a un radical ciclodextrina. Esto significa que el enlazador
covalente esta mas que una posicion de enlace lejos de una ciclodextrina, tal como las
ciclodextrinas aqui establecidas. Esto también significa que el enlazador covalente se une a
través de otro radical a la ciclodextrina. Por ejemplo, el enlazador covalente puede estar
unido a un grupo de polietilenglicol que puede estar unido al grupo reactivo que puede estar
unido a la ciclodextrina. En algunos de estos ejemplos, el enlazador covalente es un
aminodcido lisina o un derivado del mismo.

[399] En algunas modalidades, BL es —RGN—(SPl)q—(A)Z—. En algunas modalidades,

BL es -RG"—(SP"),—(A)—. En algunas modalidades, BL es un radical de la Formula (BL®")

[o) RAA1 H [o)
?RGN—(SPTH%N)\E Nj)}e
RAA3 RAA2
(BL®)

en donde R™' y R™? son cada una, independientemente, cadenas laterales de

aminoacidos. R™®

es una cadena lateral de amino4cidos que se une directamente o
indirectamente a un radical ciclodextrina. En algunos ejemplos de Férmula RL®, SP! es un
grupo de polietilenglicol divalente y RG" es un aducto de reaccién de cicloadicion 1,3 de la

reaccion entre un alquino y una azida.

O RAA1 O
§ N
‘7{ \V)J\N/ﬁ /',HJ}E
RAA3 R¥Z " En algunos de estos

AA2
R

[400] En algunos ejemplos, A es

RAAL es una cadena lateral de

ejemplos, es una cadena lateral de aminoacidos,
. ;. AA3 . ;. .
aminodcidos, y R™ es una cadena lateral de aminoacidos que se une directamente o

indirectamente a un radical ciclodextrina.

N (o] H (o]
LY i)ku Nﬁgf
NH

[401] En algunos ejemplos, A es  ~-cp , en donde ~CD representa
un enlace directo o indirecto a un radical ciclodextrina.

[402] En algunos ejemplos, incluyendo cualquiera de los anteriores, CD se
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selecciona, independientemente en cada caso, a partir de

Vas
(—/N
-,
HO O 0
oHYg HO O~o 0
) OMHo~—
o O 0
HO OH 0
oH HO OH
g OH
0 O 0
HO OH
OH o HO OH OH
0 o
H H
o OHp .OH o OH o} OHg OH
HO , HO
Vs
(/N
w
o 0
e HQ O 0
5 oHYo
5 o
oHO o
HO OH HO oH
o ToH o ToH
0 o
oH HO ol

ox
]
uny
O

OH o
0 oH o oH
HO o
OH [} HO OH o)
HO OH OH H oH7 & OH
H HO 5 o HOHO.
Fb%o
HO o
Y HO
HO O
o)
oHY0
fo} (o]
&9 HO OH
o
o)
HO oy OH

En algunos ejemplos, la CD es HO



En algunos ejemplos, la CD es

En algunos ejemplos, la CD es

En algunos ejemplos, la CD es

En algunos ejemplos, la CD es

ox

HO
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Vs
N

N
HO O O,
OHOHE%
O
o [0}
oA HQ OH

6]
o ol
6]

H
g@%w/o%m
HO
%o\H Hoéﬁ
o HO

HO OH

Vs
N

N
HO O [0}
OHOHE%
O
o [0}
HO
OH

HOHO

OH
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En algunos ejemplos, la CD es HO

[403] En algunos ejemplos, A es

[404] En algunas modalidades, el RL se une a una amina terciaria. Por ejemplo, si el

'—\_<O

>N O OH

esteroide es el siguiente compuesto, , el RL puede

5 enlazarse a la amina terciaria de la siguiente manera:

o \®

RL—)\I

[405] En algunos ejemplos, se establece un compuesto de la siguiente manera:

en donde;

10 RL es un enlazador reactivo segun se define anteriormente;

R?y R” son, independientemente en cada caso, —H o alquilo.
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[406] En algunos ejemplos, aqui RG se selecciona a partir de un grupo reactivo de
guimica clic.

[407] En algunos otros ejemplos, aqui RG se selecciona a partir de un grupo que
reacciona con un residuo de cisteina o lisina en un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo.

[408] En algunas modalidades, RG es

Oﬁ% o) o)
o O R

PN

%
) o o4 -
RG es . En otros ejemplos, RG es . En algunos otros ejemplos, RG es

. En algunos ejemplos,

o o
o
oy /
N N
\\ N \O/U\f
\ . En algunos ejemplos, RG es O . En otros ejemplos, RG es O . En
O/\[%
o]

Y.

otros ejemplos, RG es

[409] En algunas modalidades, SP* se puede seleccionar a partir de:

o O
O 721\( /jL /\/QO\/W O
g_'.r CH aJL? C\ N
o e "o " O “%L/\o)g“

o
M 0
‘?,1/\0 ”/\/QO\/KVO . g_(CHZ)CJJ_%_'

O
[ (CH2)e %
En algunos ejemplos, SP*es O . En algunos otros ejemplos, SP* es
o o 0
C N/\/QO O
H2 H b ‘(\O
a . En otros ejemplos, SP* es . En todavia
)

otros ejemplos, SP* es b . En algunos otros ejemplos, SP* es
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@)

t(CHe AL

[410] En cualquiera de los ejemplos anteriores, los subindices a, b, y ¢ son

independientemente, en cada caso, un entero desde 1 hasta 20.

[411] En cualquiera de los compuestos de Férmula (1), (lla), (Ilb), o (lic), SP* se

5  puede seleccionar a partir de:

0o o)
7?z)J\/\([)‘/%?- E)J\/\g(n\/\o/\/o\/\o/\/o\/\ﬂ/% 0

0 %ﬂok,f,

0.0 0]

j)L 5 HOV <:<\o o—{ﬂd

HO" “OH
Sf\/\/\/l‘?\
0 s
0]

[412] En algunos ejemplos, SP! es o . En algunos

(0]
O
%)K/m/n\/\o/\/o\/\o/\/o\/\g/h 7{\0
10 ejemplos, SP* es , .

0

O
EAOJJ\N/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\JVS
En algunos ejemplos, SP* es

HO N0 OQ_\O{O
HO' Y oH O\ 7
OH ~

. En

algunos ejemplos, SP* es . En algunos ejemplos, SP* es

0)

0)

[413] En algunos ejemplos, SP' es ‘LL‘/“})J En algunos ejemplos, SP' es
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f o o
\/UXE_ En algunos ejemplos, SP* es E/\/lj\x‘f En algunos ejemplos, SP' es
0]

};f o
M. En algunos ejemplos, SP! es %Z‘/\/\/U\:; En algunos ejemplos,

0)

fvv\)gf_

[414] En algunas modalidades, RL-SP* se puede seleccionar a partir del grupo que

SPles

5 consiste en:

N/Towgif’
S ’

o)
N O 2, o) o)
LR {

Nj\/\g(nvfowgﬁ\f
&

HO 0.0 o) o
L 2 oL, /7 o
HO" “OH O_\ » NM/U\rrﬁ
OH \\ o O C . En algunos de estos ejemplos, los

subindices b, c, y d son independientemente, en cada caso, un entero desde 1 hasta 20.

o) o)
O NMN/TO%AJJ
)
10 [415] En algunos ejemplos RL-SP'— es . En

o
N)J\/T)(H\/fo/\%;ﬁ\f
Q . En algunos

O
A N
LR

ejemplos RL-SP! es N . En algunos ejemplos RL-SP*

algunos ejemplos RL-SP' es
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y o) o)
es . En algunos  ejemplos RL-SP* es
4<O o o
4
. En algunos ejemplos RL-SP* es O c .

[416] En cualquiera de los compuestos de Formula (lI), (l1a), (IIb), o (lic), RL-SP* se

selecciona a partir de:

O N j\/\[(n\/\ o/\/O\/\ O/\/O\/\H/‘IL‘
Sl °
O
OJ\H/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\f

(0] O
OJ\H/\/O\/\O/\/O\/\O/\)L HWA/”/HL
(0]

0]
H H
N
0 o) 0] NH,

X
=

0
OH AN

[417] En algunas modalidades, A es un péptido seleccionado a partir de valina—
citrulina, citrulina—valina, lisina—fenilalanina, fenilalanina—lisina, valina—asparagina,
asparagina—valina,  treonina—asparagina, asparagina—treonina,  serina—asparagina,

asparagina—serina, fenilalanina—asparagina, asparagina—fenilalanina, leucina—asparagina,



150

asparagina—leucina, isoleucina—asparagina, asparagina—isoleucina, glicina—asparagina,
asparagina—glicina, acido glutamico—asparagina, asparagina—acido glutdmico, citrulina—
asparagina, asparagina—citrulina, alanina—asparagina, o asparagina—alanina.
[418] En algunos ejemplos, A es valina—citrulina o citrulina—valina.
5 [419] En algunos ejemplos, A es valina—alanina o alanina—valina.
[420] En algunos ejemplos, A es valina.
[421] En algunos ejemplos, A es alanina.

[422] En algunos ejemplos, A es citrulina.

[423] En algunos ejemplos, A es . En algunos de estos

AAL AA2
R R

10 ejemplos, es una cadena lateral de aminoacidos, y en donde es una cadena

lateral de aminoacidos.

[424] En algunos ejemplos, A es HsC™ CHs

[425] En algunos ejemplos, A es HyC™ "CH3
[426] En algunos ejemplos, R* es H
15 [427] En algunos ejemplos, R* es alquilo
[428] En algunos ejemplos, R? es metilo, etilo, n—propilo, i—propilo, n—butilo, t—butilo,
i—butilo, o pentilo.
[429] En algunas modalidades, B es arilo.
[430] En algunos ejemplos, B es fenilo.
20 [431] En algunos ejemplos de compuestos de Formula (11), (l1a), (1Ib), o (lic), B es
fenilo o piridinilo.

[432] En algunos ejemplos aqui, B es:
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(R™), (R™)m

7N

o]
[433] En estos ejemplos, R es alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, halo, haloalquilo, haloalcoxi, heteroarilo, heterocicloalquilo, hidroxilo, ciano, nitro,

(0]
sl A
'E‘ORA, 'E'SOZRA, PR , NR°R®, 0 azido. En estos ejemplos, los subindices p y m se

seleccionan independientemente, en cada caso, a partir de un entero desde 0 hasta 4. En

(R")p

algunos ejemplos aqui, B es:

En estos ejemplos, p es 0, 1, 2, 3 0 4. En algunos de estos ejemplos, R es,
independientemente en cada ocurrencia, alquilo, alcoxi, haloalquilo, o halo. En algunos
ejemplos, R' es alquilo. En algunos ejemplos, R' es alcoxi. En algunos ejemplos, R* es
haloalquilo. En algunos ejemplos, R es halo.

[434] En algunas modalidades de Férmula (RL"), el (NR?)s—(B)—(CH.).—(0),—(SP?)y

es:

[435] También se proporcionan aqui enlazador—cargas Utiles de budesonida o
diflorasona. En algunas modalidades, se proporciona aqui un enlazador—carga Util que tiene

la siguiente estructura:

en donde RL es un enlazador reactivo.

[436] Ejemplos de los enlazador-cargas utiles incluyen, pero no se limitan a:

HO O PH
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de los mismos.
E. COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y METODOS DE TRATAMI ENTO
[437] La presente divulgacion incluye métodos para tratar padecimientos,
condiciones, o desérdenes, por ejemplo, padecimientos inflamatorios y deso6rdenes
autoinmunes, o manejar los sintomas de los mismos, que comprenden administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas de los compuestos aqui divulgados. Se
incluyen cualesquiera padecimientos, desérdenes, o condiciones asociadas con el receptor
de glucocorticoides, la unidon de glucocorticoides y/o la sefalizacién del receptor de
glucocorticoides. Tales métodos comprenden administrar una carga util de esteroides o
conjugado de proteinas de la misma aqui descritos a un paciente. De esta manera, en esta
divulgacion se incluyen métodos para tratar un padecimiento, desorden, o condicion
asociada con el receptor de glucocorticoides que comprenden administrar un compuesto de

Formula (1), (I)*, o un conjugado de proteinas del mismo, por ejemplo, el compuesto de
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Foérmula (1) a un paciente que tiene dicho padecimiento, desorden, o condicion. Aqui se
establecen métodos para tratar un padecimiento, desorden, o condicién asociada con el
receptor de glucocorticoides que comprenden administrar un conjugado de proteinas de un
compuesto de Férmula seleccionada a partir del grupo que consiste en (A), (Ah), (A%, (A3,
(A%, (A%, (AY, (A, (), (1M, (Pla), (PIb—1), (PIb-2), Plc-1), (Plc-2), (Pld-1), (Pld-2), (Ple—
1), (Ple=2), (PII), (Plla), (Plib), (PNI), (Pllla), (PllIb), (PIV), (PV), (PVa), (PVb), (PVI), (PVII),
(PVlla), (PVIIb), (PVIIb-1), (PVIIb-2), (PVIII), y combinaciones de las mismas.

[438] En algunas modalidades, el padecimiento, desorden, o condicién es un estado
alérgico, incluyendo pero no limitado a asma, dermatitis atOpica, dermatitis de contacto,
reacciones de hipersensibilidad a farmacos, rinitis alérgica estacional o perenne, y
padecimiento del suero; padecimientos dermatologicos, incluyendo pero no limitado a,
dermatitis herpetiforme bullosa, eritrodermia exfoliativa, micosis fungoide, pénfigo, y eritema
multiforme severo (sindrome de Stevens-Johnson); desoérdenes endocrinos, incluyendo
pero no limitado a, insuficiencia adrenocortical primaria o secundaria, hiperplasia adrenal
congénita, hipercalcemia asociada con cancer, y tiroiditis no supurativa; padecimientos
gastrointestinales; desérdenes hematoldgicos, incluyendo pero no limitado a, anemia
hemolitica adquirida (autoinmune), anemia hipoplasica congénita (eritroide) (anemia de
Diamond-Blackfan), purpura trombocitopénica idiopética en adultos, aplasia pura de
glébulos rojos, y trombocitopenia secundaria; triquinosis; meningitis tuberculosa con
bloqueo subaracnoideo o bloqueo inminente; padecimientos neoplasicos, incluyendo pero
no limitado a, leucemias y linfomas; desérdenes del sistema nervioso, incluyendo pero no
limitado a, exacerbaciones agudas de esclerosis multiple, edema cerebral asociado con
tumor cerebral primario o metastésico, craneotomia, o lesién en la cabeza; padecimientos
oftalmicos, incluyendo pero no limitado a, oftalmia simpatica, arteritis temporal, uveitis, y
condiciones inflamatorias oculares que no responden a los corticosteroides topicos;
padecimientos renales, incluyendo pero no limitado a, para inducir una diuresis 0 remision
de proteinuria en el sindrome nefrético idiopatico o aquel debido al lupus eritematoso;
padecimientos respiratorios, incluyendo pero no limitado a beriliosis, tuberculosis pulmonar
fulminante o diseminada cuando se utiliza concurrentemente con quimioterapia
antituberculosa apropiada, neumonias eosinofilicas idiopaticas, sarcoidosis sintomatica; y
deso6rdenes reumaticos, incluyendo pero no limitado al uso como terapia complementaria
para la administracion a corto plazo (para llevar al paciente durante un episodio agudo o

una exacerbacién) en artritis gotosa aguda, carditis reumatica aguda, espondilitis
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anquilosante, artritis psoridsica, artritis reumatoide, incluyendo artritis reumatoide juvenil, y
para uso en dermatomiositis, polimiositis, y lupus eritematoso sistémico.

[439] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicion seleccionada a partir de un padecimiento autoinmune,
una alergia, artritis, asma, un desorden respiratorio, un desorden sanguineo, un cancer, un
padecimiento de colageno, unos desordenes del tejido conectivo, un padecimiento
dermatoldgico, un padecimiento ocular, un problema endocrino, un padecimiento
inmunoldgico, un padecimiento inflamatorio, un desorden intestinal, un padecimiento
gastrointestinal, un desorden neuroldgico, una condicion por trasplante de d4rgano, un
desorden reumatoide, un desorden de la piel, una condicion de hinchazoén, una condicion de
cicatrizacion de herida, y una combinacion de los mismos que comprende administrar una
carga util de esteroides o conjugado de la misma aqui descritos.

[440] En algunos ejemplos, el desorden autoinmune se selecciona a partir de
esclerosis mudltiple, hepatitis autoinmune, herpes zoster, lupus eritematoso sistémico (es
decir, lupus), miastenia gravis, distrofia muscular de Duchenne, y sarcoidosis. En algunos
ejemplos, el desorden respiratorio se selecciona a partir de asma, padecimiento pulmonar
obstructivo croénico, inflamacién bronquial, y bronquitis aguda. En algunos ejemplos, el
cancer se selecciona a partir de leucemia, leucemia linfoblastica, leucemia linfoblastica
aguda, leucemia linfoblastica crénica, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin (NHL), y
mieloma multiple. En algunos ejemplos, el padecimiento de colageno es lupus eritematoso
sistémico. En algunos ejemplos, el padecimiento ocular es queratitis. En algunos ejemplos,
el problema endocrino se selecciona a partir del padecimiento de Addison, insuficiencia
adrenal, hiperplasia adrenal congénita, y adrenocortical. En algunos ejemplos, el
padecimiento inflamatorio se selecciona a partir de inflamacién articular, inflamacién de
tenddn, bursitis, epicondilitis, padecimiento de Crohn, padecimiento inflamatorio de los
intestinos, tiroiditis neumonitis lipidica, urticaria, pericarditis, sindrome nefrético, y uveitis.
En algunos ejemplos, el desorden intestinal se selecciona a partir de colitis ulcerativa,
padecimiento de Crohn, y padecimiento inflamatorio de los intestinos. En algunos ejemplos,
el desorden reumatoide se selecciona a partir de artritis reumatoide, polimialgia reumatica,
artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, y lupus eritematoso sistémico. En algunos
ejemplos, el desorden de la piel se selecciona a partir de psoriasis, eczema, y hiedra
venenosa. En algunos ejemplos, el desorden neurolégico es polirradiculoneuropatia

desmielinizante inflamatoria crénica.
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[441] En algunas modalidades, los compuestos aqui descritos se administran a un
paciente para tratar un evento inflamatorio agudo, incluyendo pero no limitado a,
traumatismo, edema cerebral, y padecimiento injerto contra huésped. En algunas
modalidades, los compuestos aqui descritos se administran para tratar efectos linfoliticos,
incluyendo pero no limitado a aquellos asociados con malignidades hematolégicas, por
ejemplo, leucemias, linfomas, y mielomas.

[442] En algunos ejemplos, se establece un método para reducir la inflamacién en
un sujeto que lo necesita, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una
cantidad terapéuticamente efectiva de un esteroide o conjugado del mismo aqui descritos.
En algunos ejemplos, se establece aqui un método para modular el sistema inmune en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente efectiva de un esteroide o conjugado del mismo aqui descritos. En
algunos ejemplos, se establece aqui un método para modular los niveles de cortisol en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente efectiva de un esteroide o conjugado del mismo aqui descritos. En
algunos ejemplos, se establece aqui un método para reducir la migracion de linfocitos en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente efectiva de un esteroide o conjugado del mismo aqui descritos. En
algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar la hipercalcemia debida al
cancer, padecimiento de Meniere, la migrafia, la cefalea en racimos, una Ulcera aftosa
severa, laringitis, tuberculosis severa, una reacciébn de Herxheimer a la sifilis, una
insuficiencia cardiaca descompensada, rinitis alergia o polipos nasales, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesita una carga Util de esteroides o conjugado de la
misma aqui descritos. En algunos ejemplos, los compuestos aqui descritos pueden
utilizarse para tratar el padecimiento inflamatorio del intestino, el padecimiento de Crohn, o
la colitis ulcerativa. En algunos ejemplos, el padecimiento, desorden, o condicidon es una
condicién inflamatoria crénica, incluyendo pero no limitado a asma, infecciones de la piel, e
infecciones oculares. En algunos ejemplos, los compuestos aqui descritos se utilizan para
la inmunosupresidn en pacientes sometidos a trasplante de 6rganos.

[443] En algunas modalidades, las cargas utiles de esteroides y los conjugados de
las mismas aqui descritos se administran a un paciente para tratar un desorden nervioso
asociado con la sefializacion de GR, incluyendo pero no limitado a desérdenes psiquiatricos

tales como esquizofrenia, adicciébn a las drogas, el desorden de estrés postraumatico
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(PTSD), y desordenes del estado de &nimo, abuso de sustancias, estrés, y ansiedad. En
algunas modalidades, las cargas utiles de esteroides y los conjugados de las mismas aqui
descritos se administran a un paciente para tratar un desorden del sistema visual,
incluyendo pero no limitado a inflamacion ocular (por ejemplo, conjuntivitis, queratitis,
uveitis), edema macular, y degeneracién macular. En algunas modalidades, las cargas
Utiles de esteroides y los conjugados de las mismas aqui descritos se administran a un
paciente para tratar un desorden cardiovascular. En algunas modalidades, las cargas utiles
de esteroides y los conjugados de las mismas aqui descritos se administran a un paciente
para tratar un desorden del metabolismo del higado y/o la glucosa. En algunas
modalidades, las cargas Utiles de esteroides y los conjugados de las mismas aqui descritos
se administran a un paciente para tratar un desorden del sistema musculoesquelético. En
algunas modalidades, las cargas Utiles de esteroides y los conjugados de las mismas aqui
descritos se administran a un paciente para tratar una condicion inflamatoria cutanea, tal
COMo eczema y psoriasis.

[444] Los conjugados de proteinas aqui descritos proporcionan un medio para la
entrega dirigida de su carga Util de esteroides a células particulares o sistemas de 6rganos,
reduciendo o previniendo por consiguiente los efectos secundarios que resultan de la
administracién de la carga util de esteroides no conjugados libres. De esta manera, se
proporcionan aqui métodos para tratar un padecimiento, desorden, o condicién asociada
con el receptor de glucocorticoides que comprenden administrar un conjugado de Férmula
(1) o (), a un paciente que tiene dicho padecimiento, desorden, o condicion, en donde se
reducen los efectos secundarios asociados con la administracion de la carga util de
esteroides libres de dicho conjugado. Adicionalmente, se proporcionan aqui métodos para
entregar un compuesto de Férmula (I) o (1)! a una célula que comprenden poner en
contacto dicha célula con un conjugado de proteinas, el compuesto de Férmula (1) o (1), en
donde el conjugado de proteinas comprende un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo que se une a un antigeno de la superficie de dicha célula.

[445] Los compuestos aqui descritos pueden administrarse solos o junto con uno o
mas agentes terapéuticos adicionales. Los uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales
pueden administrarse justo antes de, concurrentemente con, o0 poco después de la
administracién de los compuestos aqui descritos. La presente divulgacion también incluye
composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los compuestos aqui descritos

en combinacion con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, y métodos de tratamiento



10

15

20

25

30

161

gue comprenden administrar tales combinaciones a sujetos que lo necesitan.

[446] Los agentes terapéuticos adicionales adecuados incluyen, pero no se limitan a:
un segundo glucocorticoide, un agente terapéutico autoinmune, una hormona, un agente
biolégico, o un anticuerpo monoclonal. Los agentes terapéuticos adecuados también
incluyen, pero no se limitan a cualesquiera sales, acidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de un compuesto aqui establecido.

[447] Los compuestos aqui descritos también pueden administrarse y/o coformularse
en combinaciéon con antivirales, antibidticos, analgésicos, corticosteroides, esteroides,
oxigeno, antioxidantes, inhibidores de COX, cardioprotectores, quelantes de metales, IFN-
gamma y/o NSAIDs.

[448] En algunas modalidades de los métodos aqui descritos, multiples dosis de un
compuesto aqui descrito (0 una composicién farmacéutica que comprende una combinacion
de un compuesto aqui descrito y cualquiera de los agentes terapéuticos adicionales aqui
mencionados) pueden administrarse a un sujeto durante un periodo de tiempo definido. Los
métodos de acuerdo con este aspecto de la divulgacion comprenden administrar
secuencialmente a un sujeto mdltiples dosis de un compuesto aqui descrito. Segun se
utiliza aqui, “administrar secuencialmente” significa que cada dosis del compuesto se
administra al sujeto en un diferente punto en el tiempo, por ejemplo, en diferentes dias
separados por un intervalo predeterminado (por ejemplo, horas, dias, semanas 0 meses).
La presente divulgacion incluye métodos que comprenden administrar secuencialmente al
paciente una sola dosis inicial de un compuesto aqui descrito, seguido por una o mas dosis
secundarias del compuesto, y opcionalmente seguido por una 0 mas dosis terciarias del
compuesto.

[449] Los términos “dosis inicial”, “dosis secundarias”, y “dosis terciarias”, se refieren
a la secuencia temporal de administracion de los compuestos aqui descritos. Por lo tanto, la
“dosis inicial” es la dosis que se administra al comienzo del régimen de tratamiento (también
referida como la “dosis de linea base”); las “dosis secundarias” son las dosis que se
administran después de la dosis inicial; y las “dosis terciarias” son las dosis que se
administran después de las dosis secundarias. Las dosis inicial, secundarias, y terciarias
pueden todas contener la misma cantidad el compuesto aqui descrito, pero generalmente
pueden diferir entre si en términos de la frecuencia de administracion. En ciertas
modalidades, la cantidad del compuesto contenido en las dosis inicial, secundarias y/o

terciarias varia de una a otra (por ejemplo, ajustada hacia arriba o hacia abajo segun sea
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apropiado) durante el curso del tratamiento. En ciertas modalidades, dos o mas (por
ejemplo, 2, 3, 4 0 5) dosis se administran al comienzo del régimen de tratamiento como
“dosis de carga” seguido por dosis posteriores que se administran en una base menos
frecuente (por ejemplo, “dosis de mantenimiento”).

[450] En ciertas modalidades ejemplares de la presente divulgacion, cada dosis
secundaria y/o terciaria se administra 1 a 26 (por ejemplo, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5,
5%, 6, 6%, 7, 7Y%, 8, 8%, 9, 9%, 10, 10%, 11, 11%, 12, 12Y%, 13, 13%, 14, 14%, 15, 15Y%, 16,
16%, 17, 17Y%, 18, 18%, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21Y%, 22, 22, 23, 23Y%, 24, 24', 25, 25Y%,
26, 26Y%, 0 mas) semanas después de la dosis inmediatamente precedente. La frase “la
dosis inmediatamente precedente”, segun se utiliza aqui, significa, en una secuencia de
multiples administraciones, la dosis el compuesto que se administra a un paciente antes de
la administracion de la proxima siguiente dosis en la secuencia sin dosis intermedias.

[451] Los métodos de acuerdo con este aspecto de la divulgacion pueden
comprender administrar a un paciente cualquier nimero de dosis secundarias y/o terciarias
del compuesto. Por ejemplo, en ciertas modalidades, solo se administra una dosis
secundaria Unica al paciente. En otras modalidades, se administran al paciente dos o mas
(por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas) dosis secundarias. Del mismo modo, en ciertas
modalidades, solo se administra una dosis terciaria Unica al paciente. En otras
modalidades, se administran al paciente dos o mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas)
dosis terciarias. El régimen de administracion puede llevarse a cabo indefinidamente a lo
largo de la duracion de la vida de un sujeto particular, o hasta que tal tratamiento ya no sea
terapéuticamente necesario 0 ventajoso.

[452] En modalidades que implican multiples dosis secundarias, cada dosis
secundaria puede administrarse en la misma frecuencia que las otras dosis secundarias.
Por ejemplo, cada dosis secundaria se puede administrar al paciente 1 a2 semanaso 1l a2
meses después de la dosis inmediatamente precedente. De manera similar, en
modalidades que implican mdltiples dosis terciarias, cada dosis terciaria se puede
administrar en la misma frecuencia que las otras dosis terciarias. Por ejemplo, cada dosis
terciaria se puede administrar al paciente 2 a 12 semanas después de la dosis
inmediatamente precedente. En ciertas modalidades de la divulgacion, la frecuencia en la
cual se administran las dosis secundarias y/o terciarias a un paciente puede variar a lo largo
del curso del régimen de tratamiento. La frecuencia de administracion también puede

ajustarse durante el curso del tratamiento por un médico, dependiendo de las necesidades
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del paciente individual después del examen clinico.

[453] La presente divulgacion incluye regimenes de administracién en los cuales se
administran 2 a 6 dosis de carga a un paciente en una primera frecuencia (por ejemplo, una
vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez al mes,
una vez cada dos meses, etcétera), seguido por la administracion de dos o mas dosis de
mantenimiento al paciente en una base menos frecuente. Por ejemplo, de acuerdo con este
aspecto de la divulgacion, si las dosis de carga se administran en una frecuencia de una
vez al mes, entonces las dosis de mantenimiento se pueden administrar al paciente una vez
cada seis semanas, una vez cada dos meses, una vez cada tres meses, etcétera.

[454] La presente divulgacion incluye composiciones farmacéuticas de los
compuestos y/o conjugados aqui descritos, por ejemplo, los compuestos de Formula (1) y
(1), por ejemplo, composiciones que comprenden un compuesto aqui descrito, una sal,
estereoisomero, polimorfo de los mismos, y un vehiculo, diluyente, y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de vehiculos, diluyentes y excipientes adecuados
incluyen, pero no se limitan a: amortiguadores para el mantenimiento del pH apropiado de
la composicion (por ejemplo, amortiguadores de citrato, amortiguadores de succinato,
amortiguadores de acetato, amortiguadores de fosfato, amortiguadores de lactato,
amortiguadores de oxalato y similares), proteinas portadoras (por ejemplo, albumina sérica
humana), nanoparticulas, solucién salina, polioles (por ejemplo, trehalosa, sacarosa, xilitol,
sorbitol, y similares), surfactantes (por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80, polioxolato, y
similares), antimicrobianos, y antioxidantes .

[455] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicidn que incluye administrar a un paciente que tiene dicho
desorden una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula I, Ill, o una
composicion farmacéutica de los mismos.

[456] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicién que incluye administrar a un paciente que tiene dicho
desorden una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto aqui establecido, o una
composicion farmacéutica del mismo.

[457] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicion seleccionada a partir del grupo que consiste en un
padecimiento inmunolégico, padecimiento autoinmune, inflamacién, asma, o un desorden

inflamatorio del intestino, padecimiento de Crohn, colitis ulcerativa.
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[458] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicion teniendo como objetivo un antigeno, por ejemplo, un
antigeno que se expresa en la superficie celular, al cual la entrega de esteroides puede
lograr un beneficio terapéutico, que comprende administrar los conjugados aqui descritos.
En algunas modalidades, el antigeno es AXL, BAFFR, BCMA, componentes de lista BCR,
BDCA2, BDCA4, BTLA, BTNL2 BTNL3, BTNL8,BTNL9, C100rf54, CCR1, CCR3, CCR4,
CCR5, CCR6, CCR7, CCR9, CCR10, CD11lc, CD137, CD138, CD14, CD168, CD177,
CD19, CD20, CD209, CD209L, CD22, CD226, CD248, CD25, CD27, CD274, CD276,
CD28, CD30, CD300A, CD33, CD37, CD38, CD4, CD40, CD44, CD45, CD47, CD46, CD48,
CD5, CD52, CD55, CD56, CD59, CD62E, CD68, CD69, CD70, CD74, CD79a, CD79b, CDS8,
CD80, CD86, CD90.2, CD96, CLEC12A, CLEC12B, CLEC7A, CLEC9A, CR1, CRS,
CRTAM, CSF1R, CTLA4, CXCR1/2, CXCR4, CXCR5, DDR1, DDR2, DEC-205, DLLA4,
DR6, FAP, FCamR, FCMR, FcR's, Fire, GITR, HHLA2, HLA clase Il, HVEM, ICOSLG,
IFNLR1, IL10R1, IL10R2, IL12R, IL13RA1, IL13RA2, IL15R, IL17RA, IL17RB, IL17RC,
ILL7RE, IL20R1, IL20R2, IL21R, IL22R1, IL22RA, IL23R, IL27R, IL29R, IL2Rg, IL31R,
IL36R, IL3RA, IL4R, IL6R, IL5R, IL7R, IL9R, Integrinas, LAG3, LIFR, MAG/Siglec—4, MMR,
MSR1, NCR3LG1, NKG2D, NKp30, NKp46, PDCD1, PROKR1, PVR, PVRIG, PVRL2,
PVRL3, RELT, SIGIRR, Siglec-1, Siglec-10, Siglec-5, Siglec—6, Siglec—7, Siglec-8,
Siglec-9, SIRPA, SLAMF7, TACI, componentes/asoc. de lista TCR, PTCRA, TCRb, CD3z,
CD3, TEK, TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3, TIGIT, TLR2, TLR4, TROY, TSLPR, TYRO,
VLDLR, VSIG4, o VTCNL. En algunas modalidades, el antigeno es IL2R—y.

[459] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar un
padecimiento, desorden, o condicion seleccionada a partir de un padecimiento
inmunolégico, un padecimiento autoinmune, un padecimiento inflamatorio, un padecimiento
dermatoldgico, o un padecimiento gastrointestinal.

[460] En algunos ejemplos, el padecimiento es padecimiento de Crohn, colitis
ulcerativa, sindrome de Cushing, insuficiencia adrenal, o hiperplasia adrenal congénita.

[461] En algunos ejemplos, el padecimiento es inflamacion, asma, o un desorden
inflamatorio del intestino.

[462] En algunos ejemplos, el padecimiento es un padecimiento autoinmune
seleccionado a partir de esclerosis multiple, artritis reumatoide, padecimiento inflamatorio
del intestino, colitis ulcerativa, psoriasis, 0 eczema.

[463] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para reducir o mejorar los
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efectos secundarios de la quimioterapia, en donde el método incluye administrar a un
paciente que tiene dicho desorden una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto 0 una composicion aqui descritos.

[464] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para reducir o mejorar los
efectos secundarios de la terapia inmunosupresora, en donde el método incluye administrar
a un paciente que tiene dicho desorden una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto o una composicion aqui descritos.

[465] En algunos ejemplos, se establece aqui un método para tratar el cancer, en
donde el método incluye administrar a un paciente que tiene dicho desorden una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto o una composicién aqui descritos. En algunos
ejemplos, el cancer se selecciona a partir de leucemia linfobldstica aguda, leucemia
linfoblastica cronica, linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin (NHL), o mieloma multiple,
asi como otros.

F. EJEMPLOS

[466] Ciertas modalidades se ilustran mediante los siguientes ejemplos no
limitativos.

[467] Los reactivos y los solventes se obtuvieron a partir de fuentes comerciales
tales como Sinopharm Chemical Reagent Co. (SCRC), Sigma-Aldrich, Alfa, u otros
proveedores, a menos que se indique explicitamente lo contrario.

[468] La *H NMR y otros espectros de NMR se registraron en un Bruker AVIIl 400 o
Bruker AVIIl 500. Los datos se procesaron con el software Nuts o el software MestReNova,
midiendo los cambios de protones en partes por millon (ppm) campo abajo desde un
tetrametil silano estandar interno.

[469] Las mediciones de HPLC-MS se realizaron en un sistema Agilent 1200
HPLC/6100 SQ utilizando las siguientes condiciones:

[470] El método A para la medicion de HPLC-MS incluyd, como la Fase Movil: A:
Agua (acido trifluoroacético TFA al 0.01%) y B: acetonitrilo (TFA al 0.01%). La Fase de
Gradiente fue 5% de B que se increment6 a 95% de B durante un periodo de tiempo de 15
minutos (min) y en una tasa de flujo de 1.0 mL/min. La columna utilizada fue una SunFire
C18, 4.6x50 mm, 3.5 um. La temperatura de la columna fue 50 °C. Los detectores
incluyeron un ELSD (detector de dispersion de luz evaporativa) de convertidor analégico a
digital (en adelante “ADC ELSD"), DAD (detector de matriz de diodos, 214 nmy 254 nm), e

ionizacion por electropulverizacion-ionizacion a presion atmosférica (ES-API).
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[471] ElI método B para las mediciones de HPLC-MS incluyd, como la Fase Movil: A:
Agua (NH4HCO; 10mM) y B: acetonitrilo. La Fase de Gradiente fue 5% de B que se
incrementd a 95% de B durante un periodo de tiempo de 15 minutos y una tasa de flujo de
1.0 mL/min. La columna utilizada fue una XBridge C18, 4.6x50 mm, 3.5 um. La temperatura
de la columna fue 50 °C. Los detectores incluyeron un ADC ELSD, DAD (214 nm y 254 nm)
y un detector selectivo de masa (MSD ES—API).

[472] La medicidon de LC-MS se realizdé en un sistema Agilent 1200 HPLC/6100 SQ
utilizando las siguientes condiciones:

[473] EI método A para la medicion de LC-MS se realiz6 en un instrumento
WATERS 2767. La columna fue una Shimadzu Shim—Pack, PRC-0ODS, 20x250mm, 15um,
dos conectadas en serie. La Fase Movil fue A: Agua (TFA al 0.01%) y B: acetonitrilo (TFA al
0.01%). La Fase de Gradiente fue 5% de B que se increment6 a 95% de B durante un
periodo de tiempo de 3 minutos y en una tasa de flujo de 1.8 - 2.3 mL/min. La columna
utilizada fue una SunFire C18, 4.6x50 mm, 3.5 um. La temperatura de la columna fue 50 °C.
Los detectores incluyeron un ELSD (detector de dispersion de luz evaporativa) de
convertidor analégico a digital, DAD (detector de matriz de diodos) (214 nm y 254 nm), y
ES-API.

[474] El método B para la medicion de LC-MS se realizé en un instrumento Gilson
GX-281. La columna fue una Xbridge Prep C18 10 um OBD, 19x250 mm. La Fase Movil
fue A: Agua (NH;HCO; 10mM) y B: Acetonitrilo. La Fase de Gradiente fue 5% de B que se
increment6 a 95% de B durante un periodo de tiempo de 3 minutos y en una tasa de flujo de
1.8-2.3 mL/min. La columna utilizada fue una XBridge C18, 4.6x50 mm, 3.5 um. La
temperatura de la columna fue 50 °C. Los detectores incluyeron ADC ELSD, DAD (214 nmy
254 nm) y detector selectivo de masa (MSD) (ES-API).

[475] La cromatografia liquida a alta presion preparativa (Prep—HPLC) se realiz6 en
un instrumento Gilson GX-281. Se utilizaron dos sistemas de solventes, uno &cido y otro
basico. El sistema de solvente &cido incluyé una columna Waters SunFire 10 um C18 (100
A, 250 x 19 mm). El solvente A para la prep-HPLC fue TFA al 0.05% en agua y el solvente
B fue acetonitrilo. La condicién de elucién fue una gradiente lineal que aumenté el solvente
B de 5% a 100% durante un periodo de tiempo de 20 minutos y en una tasa de flujo de 30
mL/min. El sistema de solvente bésico incluyé una columna Waters Xbridge 10 um C18
(100 A, 250 x 19 mm). El solvente A para la prep-HPLC fue bicarbonato de amonio 10 mM

(NH4HCO3) en agua y el solvente B fue acetonitrilo. La condicion de elucion fue una
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gradiente lineal que incremento el solvente B de 5% a 100% durante un periodo de tiempo
de 20 minutos y en una tasa de flujo de 30 mL/min.

[476] La cromatografia instantanea se realizé en un instrumento Biotage, con silice
de Columna Instantanea Agela-CS. La cromatografia instantanea de fase inversa se realizd
en un instrumento Biotage, con Boston ODS o Agela C18, a menos que se indique
explicitamente lo contrario.

[477] Las siguientes abreviaturas se utilizan en los Ejemplos y en toda la

especificacion:

Abreviatura

Término

ADC

Conjugado anticuerpo—farmaco

Anticuerpo aglicosilado

Anticuerpo que no tiene ningun residuo de glicano

API

lonizacion a presién atmosférica

ac. acuoso
Boc N—ter—butoxicarbonilo
Prod# 28372 Termocientifico, que contiene fosfato de
BUDH™ sodio 100 mM y cloruro de sodio 150 mM, libre de
u
P potasio, el pH se ajusté de 7.2 a 7.6—7.8 MQ, a menos
gue se indigue lo contrario.
CD Ciclodextrina
COoT Ciclooctinol
Da Dalton
DAD Detector de matriz de diodos
DAR Relacién farmaco a anticuerpo
DCM Diclorometano
Dibenzociclooctino; o 11,12-didehidro-5,6—dihidro—
DIBAC Dibenz[b,flazocina; o Acido dibenz[b,flazocina—5(6H)—
butanoico, 11,12—didehidro
Acido 11,12—didehidro-5,6—dihidro—Dibenz[b,flazocina
DIBAC-Suc

succinamico

DIBAC-Suc—PEG,~VC—
pAB—PNP

Carbonato de {4—[(2S)-2-[(2S)-2—-[1-(4—{2—
azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15—
hexaen—10—in—2—-il}-4—oxobutanamido)-3,6,9,12—
tetraoxapentadecan—15—-amido]-3—metilbutanamido]-5-

(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metil 4—nitrofenilo

3H-Benzo[c]-1,2,3-triazolo[4,5-€e][1]benzazocina, 8,9—

DIBACT

dihidro—; o Dibenzociclooctino triazol
DIPEA Diisopropiletilamina
DMF N,N—dimetilformamida
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Abreviatura Término

DMSO Dimetilsulféxido

EC Comision de enzimas

ELSD Detector de dispersion de luz evaporativa
ESI lonizacion por electropulverizacion

Fmoc Cloruro de fluorenilmetiloxicarbonilo

Fmoc—vcPAB—-PNP

p—nitrofenil carbonato del alcohol N-Fmoc—L—valina—L—

citrulina—p—aminobencilico

g Gramo

HATU Hexafluorofosfato de 2—(7-Aza—1H-benzotriazol-1-il)—
1,1,3,3—tetrametiluronio

HC Cadena pesada de inmunoglobulina

HEK Rifidbn embrionario humano (células)

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

h Horas

LC Cromatografia liquida

HPLC Cromatografia liquida de alta presion

MALDI lonizacion/desorcion laser asistida por matriz

MC Maleimidocaproilo

mg miligramos

min minutos

mL mililitros

mmh etiqueta myc—myc—hexabhistidina

pL microlitros

mM milimolar

UM micromolar

MMAE Monometil auristatina E

MS Espectrometria de masas

MsCI Cloruro de metanosulfonilo

MSD Detector selectivo de masa

MTG Transglutaminasa microbiana (MTG EC 2.3.2.13, Zedira,
Darmstadt, Alemania)

MW Peso molecular

ncADC Conjugacion anticuerpo farmaco no citotoxica

NHS N-hidroxi succinimida

nM nanomolar

NMR Resonancia magnética nuclear

NOESY Espectroscopia de efecto Overhauser nuclear

PAB Alcohol para—amino-bencilico
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Abreviatura Término
OH
H,N
Para—aminobenciloxi(carbonilo)
)
PABC 0 <
/ ~

PBS Amortiguador de fosfato de sodio 10 mM y cloruro de

sodio 150 mM
PBSg Fosfato 10 mM, cloruro de sodio 150 mM, glicerol al 5%
PEG Polietilenglicol
PNP p—nitrofenilo

MC-VC-PAB-PNP

5 0 NO;
(2 e o
0 ATl

\

NH
07 “NH,

ppm Partes por millon (cambio quimico)

RP Fase inversa

RT Temperatura ambiente

SDS_PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
de sodio

SEC Cromatografia de exclusion por tamafio

Suc Acido succinico

TCEP Clorhidrato de tris(2—carboxietil)fosfina

TEA Trietilamina

TFA Acido trifluoroacético

TG Transglutaminasa

THF Tetrahidrofurano

TOF Tiempo de vuelo

UPLC Cromatografia liquida de ultra desempefio

uv Ultravioleta

VA Valina—alanina

VvC

Valina—citrulina
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Abreviatura Término
VC-PABC Valina—citrulina—para—aminobenciloxi(carbonilo)
CD Ciclodextrina
HATU Hexafluorofosfato de 2—(7—Aza—1H-benzotriazol-1—il)—
1,1,3,3—tetrametiluronio
MC Maleimidocaproilo
COoT Ciclooctinol
SFC Cromatografia de fluidos supercriticos
Abreviatura Nombre IUPAC Estructura

Boc-vcPAB-PNP
(L2a)

ter-butil (S)-3-metil-1-((S)-1-
(4-(((4-
nitrofenoxi)carboniloxi)metil)f
enilamino)-1-oxo-5-
ureidopentan-2-ilamino)-1-

oxobutan-2-ilcarbamato

YNHQ

o
NH
Q H
BooHN\)LN N
/;\ H ] \©\/O\H/O\©\
o)

NO;

Fmoc-vcPAB-
PNP (L2b)

(9H-fluoren-9-il)metil (S)-3-
metil-1-((S)-1-(4-(((4-
nitrofenoxi)carboniloxi)metil)f
enilamino)-1-oxo-5-
ureidopentan-2-ilamino)-1-

oxobutan-2-ilcarbamato

OYNHZ
NH
Q H
FmocHN\)J\N N
/:\ H o \©\/O\H/O\©\
0]

Oz

Boc-Val-Ala-OH
(L3a)

Acido (S)-2-((S)-2-(ter-
butoxicarbonilamino)-3-

metilbutanamido)propanoico

H @
BOC\N N\AOH
H o H

Fmoc-Val-Ala-OH
(L3b)

Acido (S)-2-((S)-2-(((9H-
fluoren-9-
illmetoxi)carbonilamino)-3-

metilbutanamido)propanoico

Boc-Val-Cit-OH
(L3c)

Acido (6S,9S)-1-amino-9-
isopropil-13,13-dimetil-
1,8,11-trioxo-12-oxa-2,7,10-
triazatetradecano-6-

carboxilico

Fmoc-D-Lys-COT
(LS)

Acido (2R)-2-(((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonilamino)-6-(2-
(ciclooct-2-

iniloxi)acetamido)hexanoico

FmocHN
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Abreviatura

Nombre IUPAC

CD-N; (L7a)

5-(azidometil)-
10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-
2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,
29-
dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.
23:6,2811 21316 21821 22326|dote
tracontano-
31,32,33,34,35,36,37,38,39,4
0,41,42-dodecol

@&ﬁ%
J&% F

Na-PEG,
CONHCH,CH,SO
oH (L7b)

Acido 1-azido-15-o0xo-
3,6,9,12-tetraoxa-16-

azaoctadecano-18-sulfénico

(0]
1
AN O /\)k A
N3 9 9 H it OH

Acido BCN-PEG,
(L9a)

Acido (endo)-1-
(biciclo[6.1.0]non-4-in-9-il)-3-
0x0-2,7,10,13,16-pentaoxa-4-

azanonadecan-19-6ico

o] o]

H
@“\\O H/\/O\/\O/\/O\/\O/\)kOH
H
\

Acido DIBAC-
PEG, (L9b)

Acido 1-(4-{2-
azatriciclo[10.4.0.0*°]hexade
ca-1(12),4(9),5,7,13,15-
hexaen-10-in-2-il}-4-
oxobutanamido)-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-6ico

0o

o}
N NH/\/O\/\O/\/O\/\O/\AOH
(¢}

BCN-PEG,-NHS
(L10a)

1-(biciclo[6.1.0]non-4-in-9-il)-
3-o0x0-2,7,10,13,16-pentaoxa-
4-azanonadecan-19-oato de

(endo)-2,5-dioxopirrolidin-1-

0

0,
H 0
g ”/\/O\Ao/\/o\ﬂo/\)koﬂ
0
H
\

ilo
DIBAC-PEG,- 1-(4-{2- s
0,
NHS (L10b) azatriciclo[10.4.0.0* °lhexade | [ | ¢ | oA p
O T)/\)J\H/\/ ~ N NI o) {

ca-1(12),4(9),5,7,13,15-
hexaen-10-in-2-il}-4-
oxobutanamido)-3,6,9,12-
tetraoxapentadecan-15-oato

de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo

MAL-PEG4-NHS
(L10c)

1-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-oato

O,
fe) (o}
&/\/o\/\o/\/o\/\oA)KO,N

\ o

0
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Abreviatura Nombre IUPAC Estructura
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo
DIBAC-PEG,- 4-nitrofenil carbonato de {4- ) io Q :

VCPAB-PNP (L11)

[(25)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-
azatriciclo[10.4.0.0*°]hexade
ca-1(12),4(9),5,7,13,15-
hexaen-10-in-2-il}-4-
oxobutanamido)-3,6,9,12-
tetraoxapentadecan-15-
amido]-3-metilbutanamido]-5-
(carbamoilamino)pentanamid

o]fenil}metilo

\“W“W/Wg
. Jf

07 "NH

Lk-DIBAC - O o " o
( N*/ﬁg”%o%
Lk-BCN - QH o
H
S
Lk-MAL - y; o 0
gvm@d%é
o
Lk-CCK - ®\ 9y 0
o/\ﬂ/N\/\/\i)J\;
o NH,
aCDCCK - 3N i v o o
RTP a
HN (e} OH 00
e N%N&H ”ﬁpw
Oo ol 0
HO 5} OH
SulCCK - }t“ Q
HN\H/\OQ 9
0 NCN,N%O ) H/\/ﬁ OH
dualSulCCK - N i
(PH
HN__O N_ g0
\E o o o

[478] Este ejemplo demuestra un método para hacer derivados quimicos de

METODOS DE PREPARACION

EJEMPLO 1
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Desonida con control estereoquimico en la posicion C*. En las FIGURAS 1y 2, la posicién
C?* se identifica para los compuestos 7, 8 y 11 con un asterisco, es decir, *. La sintesis de
esteroides con control estereoquimico en la posicion C** se realizd siguiendo la ruta
sintética representada en las FIGURAS 1y 2.

[479] La Desonida (1), que es un nombre genérico para
(1S,2S,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)—-11-hidroxi—-8—(2—hidroxiacetil)-6,6,9,13—tetrametil-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0***®Jicosa—14,17—dien—-16—ona, se hizo reaccionar con
anhidrido isobutirico (compuesto 2) para producir el intermedio 3 mediante esterificacién en
la posicion del alcohol primaria del compuesto 1. El compuesto 3 se hizo reaccionar con
una serie de aldehidos (4-1; 4-2; 4-3; y 4-4, que difieren cada uno con respecto al grupo R-
CHO ilustrado a la derecha de estas etiquetas numéricas) mediante transacetalacion bajo
condiciones de HCIO, de acido fuerte para producir alcoholes 5 y ésteres 6. Como se indica
en la FIGURA 1, estos aldehidos difirieron entre si con respecto al grupo R indicado en la
FIGURA 1.

[480] Los alcoholes 5 y el éster 6 se separaron mediante cromatografia en columna.

[481] Cada alcohol 5 o éster 6 se hizo reaccionar individualmente con dietilamina
para remover el grupo Fmoc o con Fe/NH,CI para reducir nitro para proporcionar los
compuestos 7 y 8 de epimero que tienen ambos estereoquimica R/S en C?%,
respectivamente.

[482] Como se detalla a continuacion, los epimeros R y S se separaron y se
identificaron sus configuraciones R- y S-. Los epimeros R de, por ejemplo, los compuestos
7y 8 en la FIGURA 1 se aislaron y se confirmaron como el estereocisomero mayoritario por
90% mayor mediante 'H NMR. La configuracion C** de cada epimero se determind
mediante estudios espectroscopicos 2D-NOESY.

[483] La siguiente Tabla 1 presenta los esteroides hechos utilizando los métodos
aqui descritos.

Tabla 1 — Estructura vy propiedades quimicas-fisicas de los compuestos

Pure

MW
Com - MS de cLo
C Estructura MF (Cal.
p. No (M+H) HPL gP

(%)
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479.

7-1 | S CossiNOs | | 4802 | 96 | 253
479.

71 | R CosssNOs | | 4803 | 100 | 253
549

81 | R CoHaNO; |~ | 5503 | 96 | 4.22
493.

7-2 | RIS CosHasNOs | | 4943 | 98 | 259
563.

82 | RIS CosHuNO; | ™7 | 564.3 | 98 | 4.28
471.

83 | RIS CoHaiNOs | | 4722 | 96 | 1.63
471.

74 | R CoHaiNOs | | 4722 | 96 | 1.63
429.

11-1 | RIS CosasNOs |~ | 429.9 | 100 | 2.63
443,

11-2 | RIS CosHaiNOs |~ | 4442 | 96 | 3.06
457.

11-3 | RIS CoraNOs |~ | 458.2 | 100 | 3.44
497.

11-4 | RIS CaoHisNOs | " | 408.2 | 94 | 4.29
521.

11-5 | RIS CaHaNOs | 7 | 522.3 | 100 | 4.24
521.

115 | S CaHuNOs | | 5222 | 998 | 4.24
521.

115 | R Ca1H3eNOs 522.2 | 99.1 | 4.24
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’\_<OH o 539.
116 | S ; o ' 0| CaMwFNOs | = | 540.3 | 98 | 4.38
HZNGO 0 gH
—. o 539.
11-6 | R e 0| CaiHsFNOs | = 7 | 5403 | 100 | 438
HZN@O 0 c')-lH
— ok 539.
11-7 | R e o | CaHasFNOg | = " | 5402 | 100 | 438
HZN\QO 0 (|)-|H
N HH 518.2
L g 535.
11-8 | R % _: o | CaHuNOs | (M+H- | 100 | 4.54
H}\l@o 0 (|)-|H HZO)
— o 524,
11-10 | RIS “$ 0| CaHaFOs | _ 525.3 | 100 | 5.21
F@O 0 C|)-|H
Lo 563.
111 | RIS | _p 0 o| CaHuNO; 564.4 | 100 | 4.31
HN@O o (I;H 7
557.
11-12 |R/S F CaiHarFaNOs | 558.3 | 97 | 3.94
O :
gl ..GC 0 557.
1112 | R | {0 K5 CaHzFFNOg |~ 5582 | 100
H £
HH \
oI 557.
11-13 | R f<o CaiHarFaNOs | 558.2 | 100 | 3.94
H2N\©/O o oH
OHL*HF 575.
11-14 |R/S ' Ca1HssFsNO 576.2 | 100 | 4.09
FMO . C o atflashslNle | o
HZN@O o
OH
F
o S 554
11-15 |R/S j<o CozhaoF2NOs | _ " 5552 | 100 | 3.90
O~"So  oH
H2N\/©/
$ 920
: 522.
11-16 |R/S ﬁo Ca1Has07 523.5 | 100 | 4.76
© O  OoH 3
oy
HO
H £
HH \
oI\ CaoHssF2N,0 | 558.
1117 (RIS | /% .GQ o| A 550.2 | 100 | 3.91
H.N.__N.__O 0 6 6
‘ A OH
=
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11-19 |R/S 465. 98.5
CasH33FNOs , 466.2 2.33
11-19 | R 100
599.
11-20 |R/S CaaH43FNOs ) 600.3 | 100 | 4.71
479.
11-21 | RIS CosH35FNOs ) 480.2 | 100 | 2.76
479.
14-2 CosHasF2NOs ) 480.2 | 98 | 2.81
479.
15-5 CosHa5F2NOs ) 480.2 | 98 | 2.81
483.
16-5 CogH33FNOs ] 484 | 98 | 2.85

[484] La siguiente Tabla 2 presenta esteroides hechos utilizando los métodos aqui

descritos.

Tabla 2 — Estructura vy propiedades quimicas-fisicas de los compuestos
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Pico Purez
MS
Comp m/z ade
Estructura MF (m/z)
. No mas HPLC
100%
alto (%)
466.2 466.2
4b CysHa3F2NOs. C,HF30, 98.5
(M+H) | (M+H)
392.2 392.2
4c Co4H31F4NOg > 99
(M+H) | (M+H)
410.2 410.2
4d Cz4H30F5NOG 98
(M+H) | (M+H)
394.2 394.2
4e C,1HosFNO5.C,HF0, > 99
(M+H) | (M+H)
374.3 374.3
Af CxH31NO, > 99
(M+H) | (M+H)
448.2 448.2
4h C25H34FNO5.C2HF302 > 99
(M+H) | (M+H)
C31H3sF2N,05.Co,HF;0 | 557.1 557.1
5-1 > 99
2 (M+H) | (M+H)
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Pico Purez
MS
Comp m/z ade
Estructura MF (m/z)
. No mas HPLC
100%
alto (%)
522.3 522.3
6-1 Ca1H37F2NOg 97
(M+H) | (M+H)
522.2 522.2
R-6-I Cs1H37F2NOg > 99
(M+H) | (M+H)
'é:
522.2 522.2
S-6-1 Ca1Hz7F2NOg 97
(M+H) | (M+H)
297.6 558.2
6-1 D Cs1H37F2NOg (M/2+4H | (M+H) 98.4
) (10%)
558.3 558.3
6-” C32H39F2NO7.C2HF302 > 99
(M+H) | (M+H)
558.3 558.3
6-111 Cs1H3sF3NOg > 99
(M+H) | (M+H)
576.2 576.2
6-VI Cs31H3gNOg > 99
(M+H) | (M+H)
588.3 588.3
R-6-VI Cs31H3gNOg > 99
(M+H) | (M+H)
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Pico Purez
MS
Comp m/z ade
Estructura MF (m/z)
. No mas HPLC
100%
alto (%)
665.2
587.2
S-6-VI C31H39NOG (M+Na > 99
(M-55)
) (25%)
587.3 587.3
6-VII C2gH3sNOs >99
(M+H) | (M+H)

[485] La siguiente Tabla 3 presenta los enlazador cargas Utiles hechos utilizando los
métodos aqui descritos.

Tabla 3. Ejemplos de enlazador—cargas Utiles

LP Estructuras de los enlazador -cargas utiles
No.
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LP Estructuras de los enlazador -cargas utiles
No.
LP6 Qﬁku/\/o\/\o/\/o\/\o/\)\j:g/ it.& HN j_< H\:‘E ]C
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LP

No.

Estructuras de los enlazador -cargas utiles

LP15 HNTO Q

LP16 g Q %

IZ

ey iﬂ"

ﬁ%H
(o]
O

y O/i‘ HO oH
¢} OHow
o

OH

[486] La siguiente Tabla 4 presenta los enlazador cargas Utiles hechos utilizando los

métodos aqui descritos.

Tabla 4. Ejemplos de enlazador-cargas utiles

Estructura
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Estructura
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Estructura
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Estructura

LP115

LP116

EJEMPLO 2

[487] Este ejemplo demuestra métodos para hacer derivados quimicos de
budesonida, dexametasona, y flumetasona. Estos métodos se ilustran, en general, como se
muestra en las FIGURAS 2, 3y 4.

[488] Como se muestra en la FIGURA 2, analogos de mesilato de Budesonida (9) o
su anélogo de difluoro (9B) se hicieron reaccionar con alquilaminas o fenoles sustituidos
(10) para producir compuestos que incluyen anilina o amina (11), tales como los
compuestos 11-1 a 11- 23 en la FIGURA 2.

[489] Como se muestra en la FIGURA 3, analogos de mesilato de Dexametasona
(12) se hicieron reaccionar con alquilaminas o fenoles sustituidos (10) para producir
compuestos que incluyen anilina o amina (14) o (15) en la FIGURA 3.

[490] Como se muestra en la FIGURA 4, analogos de mesilato de Flumetasona (13)
se hicieron reaccionar con alquilaminas o fenoles sustituidos (10) para producir compuestos
gue incluyen anilina o amina (16) en la FIGURA 4.

[491] Como se detalla a continuacién, epimeros estereoquimicamente puros de 11-
5S y 11-5R en la Tabla 1 se obtuvieron mediante separacién quiral a partir de una mezcla
de sus correspondientes isbmeros R/S. La estereoquimica absoluta para cada compuesto
se determiné mediante 2D-NOESY. Los espectros de 2D-NOESY mostraron que H** y H'®
estaban correlacionados en 11-5R, y que no habia correlacion entre H* y H'® en 11-5S. De
modo semejante, los centros quirales en la posicion C?* se identificaron para los
compuestos 7-1S, 7-1R, 7-4R, 8-1R, 11-6S, 11-6R, 11-7R, 11-8R, 11-12R, 11-13R, y 11-

19R en la Tabla 1 mediante 2D-NOESY.
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EJEMPLO 3

[492] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 7-1Sy 7-1R en
la Tabla 1. Este ejemplo se refiere a los compuestos numerados en la FIGURA 1.

[493] 2-Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—-9,13—
dimetil-6—(4—nitrofenil)—-16—oxo0-5, 7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0'**8]icosa—14,17—dien—
8—il]-2—oxoetilo (5-1) y

[494] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil—
6—(4—nitrofenil)-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.0*°.0*%.0'**8licosa—14,17—dien—-16—ona (6-1).

[495] Etapa 1: El compuesto 3 se sintetizd de acuerdo con los procedimientos en
US2007/135398, cuyos contenidos completos se incorporan aqui por referencia en su
totalidad para todos los propoésitos, haciendo reaccionar desonida (1) con acido isobutirico
en acetona.

[496] Etapa 2: A una solucibn de compuesto 3 (320 mg, 0.657 mmol) en
nitropropano (20 mL) se afiadié acido perclérico acuoso (70%, 1.90 g, 1.33 mmol) a gotas a
0 °C, seguido por la adicion de 4—nitrobenzaldehido (4-1, 151 mg, 1.00 mmol). La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche, y luego se diluy6é con acetato
de etilo (80 mL). La mezcla resultante se lavé con una solucibn acuosa saturada de
bicarbonato de sodio (30 mL x 3) y luego con salmuera (30 mL x 2). La solucion resultante
se sec6 luego sobre sulfato de sodio y se concentro in vacuo. El residuo se purificd luego
mediante cromatografia instantanea eluyendo con acetato de etilo al 0-35% en éter de
petréleo para producir el compuesto (5—1) como un sélido amarillo (120 mg, rendimiento del
32%), que era una mezcla de epimeros 5R/5S en una relacién 3/1 con base en 'H NMR, y
eluyendo adicionalmente con acetato de etilo al 60-70% en éter de petrdleo para producir el
compuesto (6—1) como un soélido amarillo (150 mg, rendimiento del 36%), que era una
mezcla de epimeros 6R/6S en una relacién 5/1 con base en *H NMR (R/S no determinada).

[497] Compuesto (5-1): ESI m/z: 580 (M + H)*. *H NMR (CDCl;, 400 MHz, epimeros
Ay B con relacion = 3) 6 8.27 y 8.25 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.62 y 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.28-7.21 (m, 1H), 6.33-6.23 (m, 1H), 6.03 y 6.05 (s, 1H), 5.62 y 6.16 (s, 1H), 5.12 y 5.43
(d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.97 y 4.77 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.88 y 4.33 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.52
(br s, 1H), 2.80-2.50 (m, 2H), 2.44-2.29 (m, 1H), 2.29-2.05 (m, 3H), 2.01-1.84 (m, 2H),
1.80-1.67 (m, 2H), 1.51y 1.59 (br s, 1H), 1.46 y 1.48 (s, 3H), 1.29-1.07 (m, 7H), 1.03 y 1.05
(s, 3H) ppm.

[498] Compuesto 6—1: ESI m/z: 510 (M + H)*. *H NMR (DMSOgg, 400 MHz, epimeros
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A'y B con relacién = 5) 5 8.26 y 8.24 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.77 y 7.57 (d, J = 8.8 Hz, 2H),
7.32(d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.17 y 6.18 (dd, J = 10.0 Hz, 1.8 Hz, 1H), 5.93 y 5.95 (s, 1H), 5.63
y 6.28 (s, 1H), 5.14 y 5.03 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 4.99 y 5.35 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 4.82 (d, J = 3.2
Hz, 1H), 4.64-4.13 (m, 3H), 2.64-2.51 (m, 1H), 2.37-2.24 (m, 1H), 2.20-1.99 (m, 2H), 1.94—
1.57 (m, 5H), 1.40 (s, 3H), 1.14-0.98 (m, 2H), 0.88 (s, 3H) ppm.

[499] Etapa 3: Produccion (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)—6—(4—Aminofenil)—
11-hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil-5, 7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*8.0""®]icosa—
14,17—dien—-16-ona (7-1R) en la Tabla 1) y (1S,2S5,4R,6S,8S,9S,11S,12S,13R)—6—(4—
Aminofenil)-11-hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.
0%°.0*%.0"**%licosa—14,17-dien—-16-ona (7-1S) en la Tabla 1).

[500] Polvo de hierro (56.0 mg, 1.00 mmol) y cloruro de amonio (53.5 mg, 1.00
mmol) se afiadieron simultdneamente a una solucion de compuesto 5-1 (51.0 mg, 0.100
mmol) en una solucién combinada de etanol (3 mL) y agua (0.5 mL). La suspension se agitd
a 80 °C durante una hora y se filtré a través de Celita para remover el sélido. El filtrado se
concentré in vacuo Yy el residuo se purificé mediante prep-HPLC (método B) para producir el
compuesto 7-1R (30 mg, rendimiento del 63%) como un sélido blanco y el compuesto 7-1S
(8 mg, rendimiento del 17%) como un sélido blanco.

[501] Se utilizé espectroscopia 2D-NOESY para determinar las configuraciones
estereoquimicas de los centros quirales del compuesto 7-1R y el compuesto 7-1S. Los
espectros 2D-NOESY confirmaron que existe una correlacién entre H*? y H* en el
compuesto 7-1R, lo que indica que tiene un centro quiral de configuracion R. No se observo
correlacion entre H y H** en el compuesto 7-1S, lo que indica que tiene un centro quiral de
configuracion S. El estudio de NMR también mostré que el cambio de H* en el compuesto
7-1R (5.33 ppm) fue mucho mayor que aquel del compuesto 7-1S (6.01 ppm), lo que indica
que el H? del compuesto 7-1R estaba mas impedido. Los espectros 2D-NOESY del
compuesto 7-1-22R y el compuesto 7-1-22S se muestran en las FIGURAS 5y 6.

[502] Compuesto 7-1R en la Tabla 1: ESI m/z: 480 (M + H)". '"H NMR (MeODy,, 400
MHz) & 7.46 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.67 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.27 (dd,
J =10.1, 1.8 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.33 (s, 1H), 5.00 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.61 (d, J = 19.4
Hz, 1H), 4.50-4.39 (m, 1H), 4.31 (d, J = 19.4 Hz, 1H), 2.78-2.61 (m, 1H), 2.47-2.35 (m,
1H), 2.35-2.22 (m, 1H), 2.22-2.10 (m, 1H), 2.04-1.94 (m, 1H), 1.91-1.66 (m, 4H), 1.51 (s,
3H), 1.25-1.11 (m, 1H), 1.07 (dd, J = 11.2 Hz, 3.5 Hz, 1H), 0.99 (s, 3H) ppm.

[503] Compuesto 7-1S en la Tabla 1: ESI m/z: 480 (M + H)*. *"H NMR (MeODg,, 400
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MHz) & 7.47 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.65 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.27 (dd,
J=10.1, 1.8 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H), 6.01 (s, 1H), 5.36 (d, J = 6.2 Hz, 1H), 4.46-4.31 (m, 2H),
4.12 (d, J = 19.2 Hz, 1H), 2.75-2.61 (m, 1H), 2.47-2.35 (m, 1H), 2.27-2.11 (m, 2H), 2.08—
1.97 (m, 1H), 1.96-1.73 (m, 4H), 1.51 (s, 3H), 1.33-1.17 (m, 2H), 1.17-1.09 (m, 1H), 1.01
(s, 3H) ppm.

EJEMPLO 4

[504] Este ejemplo demuestra un método para hacer compuestos (8-1R/S) y el
compuesto (8-1R) en la Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en
la FIGURA 1.

[505] 2—Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-6—(4—aminofenil)—
11-hidroxi—9,13—dimetil-16—ox0-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**®licosa-14,17-
dien—8-il]-2—oxoetilo (8-1R).

[506] Polvo de hierro (56.0 mg, 1.00 mmol) y cloruro de amonio (53.5 mg, 1.00
mmol) se afadieron simultdneamente a una solucién de compuesto (6-1) (58.0 mg, 0.100
mmol) en una solucién combinada de etanol (3 mL) y agua (1 mL). La suspension resultante
se agitd a 80 °C durante una hora y se filtré a través de Celita para remover el sdlido. El
filtrado se concentrd in vacuo y el residuo se purific6 mediante prep-HPLC (método B) para
producir el compuesto (8-1R) y su enantiémero (es decir, estereoquimica S en C*%) (26 mg,
rendimiento del 45%) como un sélido blanco. La relacién del epimero R al epimero S es 4:1
mediante HPLC y *H NMR. ESI m/z: 550 (M + H)*.

[507] El epimero R se aisl6 adicionalmente y la configuracion se determiné mediante
2D NMR.

[508] Compuesto (8—1R): ESI m/z: 550 (M + H)*. *"H NMR (MeODyg4, 500 MHz) 6 7.46
(d, J = 10.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.27 (dd, J = 10.0 Hz,
2.0 Hz, 1H), 6.05 (s, 1H), 5.44 (s, 1H), 5.07 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 5.5 Hz, 1H),
4.88 (d, J = 17.5 Hz, 1H), 4.48-4.44 (m, 1H), 2.73-2.64 (m, 2H), 2.42-2.39 (m, 1H), 2.32—
2.24 (m, 1H), 2.19-2.15 (m, 1H), 2.03-1.99 (m, 1H), 1.95-1.92 (m, 1H), 1.90-1.83 (m, 2H),
1.76-1.69 (m, 1H), 1.52 (s, 3H), 1.27-1.12 (m, 7H), 1.09-1.05 (m, 1H), 1.02 (s, 3H) ppm.

EJEMPLO 5

[509] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto (7-2R/S) en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 1.

[510] Etapa 1: 1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-11-Hidroxi-8—(2—hidroxiacetil)-9,13—

dimetil-6—[(4—nitrofenil)metil]-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.0*°.0*®.0***®licosa—14,17-dien—
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16-ona (5-2).

[511] A una solucién de compuesto (3) (226 mg, 0.464 mmol) en nitropropano (10
mL) se afiadié &cido percldrico acuoso (70%, 985 mg, 6.90 mmol) a gotas a 0 °C, seguido
por la adicién de 2—(4—nitrofenil)acetaldehido (4-2, 115 mg, 0.696 mmol) de acuerdo con la
sintesis en Synthesis, 2011, 18, 2935-2940, cuyo contenido completo se incorpora aqui por
referencia en su totalidad para todos los propdsitos. La mezcla resultante se agitdé a
temperatura ambiente durante la noche, y luego se diluyd con acetato de etilo (60 mL). La
mezcla se lavé con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (50 mL x 3),
luego con salmuera (50 mL x 3) y luego se secO sobre sulfato de sodio y se concentr6 in
vacuo. El residuo se purificé mediante cromatografia instantanea eluyendo con acetato de
etilo al 0—35% en éter de petréleo para producir el compuesto (6—2) como un sélido marrén
(95 mg, rendimiento del 34%, incluyendo los epimeros 22R/S en una relacién > 10/1
mediante 'H NMR), y eluyendo adicionalmente con acetato de etilo al 60-70% en éter de
petroleo para producir el compuesto (5-2) (145 mg, rendimiento del 60%) como un soélido
marron.

[512] Compuesto (5-2): ESI m/z: 524 (M + H)*. *H NMR (CDCl,;, 400 MHz) & 8.09 (d,
J=8.7 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.31 (dd, J = 10.1 Hz, 1.8
Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 4.92 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 4.86 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.52-4.39 (m, 2H),
4.28-4.17 (m, 1H), 3.08 (d, J = 3.5 Hz, 2H), 2.96 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 2.53-2.40 (m, 1H),
2.32-2.19 (m, 1H), 2.04-1.95 (m, 1H), 1.95-1.82 (m, 2H), 1.60-1.46 (m, 3H), 1.38 (s, 3H),
1.34 (br s, 1H), 0.91-0.77 (m, 4H), 0.76—0.62 (m, 2H) ppm.

[513] Etapa 2: (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—6—[(4—Aminofenil)metil]-11-hidroxi—
8—(2-hidroxiacetil)-9,13—dimetil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*2.0"**®)icosa—-14,17—
dien—-16-ona (7-2R/S)

[514] Polvo de hierro (78.0 mg, 1.40 mmol) y cloruro de amonio (75.0 mg, 1.40
mmol) se afiadieron simultdneamente a una solucién de compuesto (5-2) (75.0 mg, 0.143
mmol) en una solucién combinada de etanol (4 mL) y agua (0.5 mL). La suspension se agitd
a 80 °C durante 1.5 horas y se filtr6 a través de Celita para remover el sélido. El filtrado se
concentré in vacuo Yy el residuo se purificé mediante prep-HPLC (método B) para producir el
compuesto (7-2R/S) (26 mg, rendimiento del 37%) como un sélido blanco. ESI m/z: 494 (M
+ H)*. *H NMR (MeODy,, 400 MHz) & 7.44 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
6.48 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.30 (dd, J = 10.1 Hz, 1.9 Hz, 1H), 6.07 (s, 1H), 4.85-4.77 (m, 2H),
4.51 (d, J = 19.4 Hz, 1H), 4.35-4.29 (m, 1H), 4.24 (d, J = 19.4 Hz, 1H), 2.87-2.72 (m, 2H),
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2.62-2.47 (m, 1H), 2.38-2.28 (m, 1H), 2.08-1.93 (m, 1H), 1.90-1.78 (m, 2H), 1.67—1.58 (m,
1H), 1.53-1.37 (m, 5H), 0.91-0.77 (m, 5H), 0.74 (dd, J = 11.2 Hz, 3.4 Hz, 1H) ppm.
EJEMPLO 6

[515] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto (8-2R/S) en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 1.

[516] Etapa 1: 2-Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11—-
hidroxi—9,13—dimetil-6—[(4—nitrofenil)metil]-16—oxo0-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*8.0"**®icosa—14,17—dien—8—il]|-2—oxoetilo (6—2)

[517] La sintesis del compuesto 6-2 se describio en el EJEMPLO 5 anterior.
Compuesto 6-2: ESI m/z: 594 (M + H)*. *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.15 (d, J = 8.7 Hz,
0.1H) y 8.09 (d, J = 8.7 Hz, 1.9H), 7.40 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.20 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.31
(dd, J = 10.1 Hz, 1.8 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 4.94 (t, J = 3.6 Hz, 1H), 4.87 (d, J = 5.1 Hz, 1H),
4.81 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.71 (d, J = 17.6 Hz, 1H), 4.46 (s, 1H), 3.09 (d, J = 3.5 Hz, 2H),
2.73-2.61 (m, 1H), 2.53-2.41 (m, 1H), 2.31-2.21 (m, 1H), 2.07-1.96 (m, 1H), 1.94-1.84 (m,
2H), 1.84-1.76 (m, 1H), 1.63-1.43 (m, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 6H), 0.92-0.82
(m, 4H), 0.76-0.61 (m, 2H) ppm.

[518] Etapa 2: 2-Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-6—-[(4—
aminofenil)metil]-11-hidroxi—9,13—dimetil-16—0ox0-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**®licosa—14,17—dien—8—il|-2—oxoetilo (8—2R/S)

[519] A una solucién de compuesto 6-2 (65.0 mg, 0.109 mmol) en una solucion
combinada de etanol (5 mL) y agua (1 mL) se afadieron simultdneamente polvo de hierro
(61.0 mg, 1.09 mmol) y cloruro de amonio (58.4 mg, 1.09 mmol). La suspension se agité a
80 °C durante una hora y se filtré a través de Celita para remover el sdlido. El filtrado se
concentré in vacuo Yy el residuo se purificé mediante prep-HPLC (método B) para producir el
compuesto (8-2R/S) (30 mg, rendimiento del 49%) como un sélido blanco. ESI m/z: 564 (M
+ H)". *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.25 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.44
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.31 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 6.05 (s, 1H), 4.92-4.84 (m, 2H), 4.80 (d,
J=5.2 Hz, 1H), 4.73 (d, J = 17.7 Hz, 1H), 4.41 (s, 1H), 3.48 (br s, 1H), 2.85 (d, J = 2.7 Hz,
2H), 2.75-2.62 (m, 1H), 2.56-2.41 (m, 1H), 2.31-2.19 (m, 1H), 2.05-1.91 (m, 2H), 1.88-
1.80 (m, 1H), 1.77-1.70 (m, 1H), 1.55-1.41 (m, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.29-1.18 (m, 8H), 0.91—
0.74 (m, 5H) ppm.

EJEMPLO 7

[520] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto (8-3R/S) en la
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Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 1.

[521] Etapa 1: 2-Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-6—(2—
{[(9H—-fluoren—9—ilmetoxi)carbonillamino}etil)-11-hidroxi—9,13—dimetil-16—0x0-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**®|icosa—14,17—-dien—8—il]-2—oxoetilo (6-3)

[522] A una solucion de compuesto 3 (240 mg, 0.493 mmol) en nitropropano (5 mL)
se afiadi6é acido perclérico acuoso (70%, 214 mg, 1.49 mmol) a gotas a 0 °C, seguido por la
adicion de Fmoc—3-amino—1—propanal (4-3, 236 mg, 0.799 mmol) de acuerdo con la
sintesis en J. Am. Chem. Soc., 2006, 128 (12), 4023-4034, cuyo contenido completo se
incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos los propdsitos. La mezcla resultante
se agité a temperatura ambiente durante la noche, y luego se diluy6é con acetato de etilo (80
mL). La mezcla se lavo con una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio (50 mL x
3), luego con agua (50 mL x 2) y luego con salmuera (50 mL), y luego se sec6 sobre sulfato
de sodio y se concentrd in vacuo. El residuo se purificO mediante prep-TLC (gel de silice,
metanol/cloruro de metileno, v/iv = 1/25) para producir el compuesto (6-3) (200 mg,
rendimiento del 56%, epimeros 6R/6S) como un sélido blanquecino. ESI m/z: 724 (M + H)".
'H NMR (CDCls, 400 MHz) 6 7.76 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.56 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.40 (d, J =
7.2 Hz, 1H), 7.32-7.20 (m, 3H), 6.28-6.25 (m, 2H), 6.00 (s, 1H), 5.28-5.04 (m, 2H), 4.87—
4.76 (m, 1H), 4.46-4.35 (m, 3H), 4.18 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 3.49 (s, 1H), 3.39-3.24 (m, 2H),
2.77-2.49 (m, 2H), 2.37-2.26 (m, 1H), 2.23-1.96 (m, 3H), 1.96-1.47 (m, 6H), 1.45-1.41 (m,
3H), 1.28-1.06 (m, 10H), 1.02-0.94 (m, 3H) ppm.

[523] Etapa 2: 2-Metilpropanoato de 2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—6—(2—
aminoetil)-11-hidroxi—9,13—dimetil-16—ox0-5, 7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0***®Jicosa—
14,17—dien—8—il]-2—oxoetilo (8—3R/S)

[524] Una solucion de compuesto (6-3) (40.0 mg, 55.3 pmol) en dietilamina (1 mL) y
cloruro de metileno (1 mL) se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. Los
compuestos volatiles se removieron in vacuo y el residuo se purific6 mediante prep-HPLC
(método B) seguido por prep-TLC (cromatografia en capa fina) (gel de silice, cloruro de
metileno/metanol, v/iv = 75/10) para producir el compuesto (8—-3R/S) (3 mg, rendimiento del
11%) como un sélido blanquecino. ESI m/z: 502 (M + H)*. *"H NMR (MeODy,, 400 MHz) &
7.36 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.16 (dd, J = 10.1 Hz, 1.8 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.23 (t, J = 4.4 Hz,
1H), 5.08-4.90 (m, 1H), 4.75-4.65 (m, 1H), 4.38-4.28 (m, 1H), 2.83—-2.50 (m, 2H), 2.33—
2.23 (m, 1H), 2.13-2.00 (m, 2H), 1.90-1.46 (m, 6H), 1.39 (s, 3H), 1.24-1.12 (m, 2H), 1.23—

0.78 (m, 11H) ppm.
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EJEMPLO 8

[525] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 7-4R en la Tabla
1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 1.

[526] (1S,25,4R,6R,8S,9S5,11S,12S,13R)-11-Hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—
dimetil-6—(piperidin—4—il)-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.00%°.0*%.0"**®Jicosa—14,17—dien—16—
ona (7-4R).

[527] A una solucion de desonida (1, 0.10 g, 0.25 mmol) en nitropropano (5 mL) se
afadio acido perclérico acuoso (70%, 0.11 g, 0.75 mmol) a gotas a 0 °C, seguido por la
adicion de 1-Boc—4—piperidinacarboxaldehido (4—4, 64 mg, 0.30 mmol). Después de
agitarse a temperatura ambiente durante la noche, la suspension se concentré in vacuo. El
residuo se basificé mediante la adicién de una soluciéon de amoniaco en metanol (7 M, 10
mL). La mezcla resultante se concentr6 in vacuo y el producto crudo se purific6 mediante
prep-HPLC dos veces (método B) para producir el compuesto 7-4R (15 mg, rendimiento del
13%) como un sélido blanco. ESI m/z: 472 (M + H)*. *H NMR (MeODgs, 500 MHz) & 7.47 (d,
J =10.0 Hz, 1H), 6.27 (dd, J = 10.0 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H), 4.90 (d, J = 4.0 Hz, 1H),
4.50 (d, J = 19.0 Hz, 1H), 4.46-4.43 (m, 1H), 4.41 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 19.0 Hz,
1H), 3.13-3.09 (m, 2H), 2.71-2.60 (m, 3H), 2.42-2.38 (m, 1H), 2.27-2.13 (m, 2H), 1.99—
1.96 (m, 1H), 1.85-1.64 (m, 7H), 1.52 (s, 3H), 1.51-1.38 (m, 2H), 1.14-0.99 (m, 2H), 0.96
(s, 3H) ppm. La configuracion R estereoquimica para el compuesto 7-4R se determind
mediante 2D NMR.

EJEMPLO 9

[528] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto (11-1R/S) en la
Tabla 1. EI método se ilustra, generalmente, como se muestra en la FIGURA 2.

[529] Etapa 1: Metanosulfonato de 2—[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-11-hidroxi—
9,13—dimetil-16—oxo—6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8. 00%°.0*%.0***8licosa—14,17—dien—
8—il]-2—oxoetilo (9)

[530] Procedimiento general A para la sintesis de mesilatos a partir de su alcohol:
A una solucion del alcohol (1.0 equiv.) en DCM (10 mL por gramo del material de partida) se
afiadié trietilamina o 4-dimetilaminopiridina (2 equiv.) y cloruro de metanosulfonilo (1.2
equiv.). Después de agitarse a 0 °C durante media hora o hasta que el material de partida
se consumiera de acuerdo con la TLC, a la mezcla de reaccion se afiadié gel de silice
(malla 100-200) y se concentro in vacuo. El residuo con gel de silice se purificé mediante

cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo al 0-50% en éter de petréleo)
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para dar el producto de mesilato. Alternativamente, la mezcla se lavdé con clorhidrato
acuoso diluido (1 N) y salmuera, se seco sobre sulfato de sodio y se concentré. El producto
crudo se purific6 mediante cromatografia instantdnea (MeOH al 0-2% en DCM) para dar el
producto de mesilato correspondiente.

[531] Método alternativo para hacer el compuesto 9: a una solucion de Budesonida
(0.28 mg, 0.65 mmol) en piridina (5 mL) se afiadi6 4-dimetilaminopiridina (0.16 g, 1.3 mmol)
y luego cloruro de metanosulfonilo (0.11 g, 0.97 mmol) se afiadié a gotas a 0 °C. Después
de agitarse a temperatura ambiente durante 2 horas, la mezcla resultante se vertié en
acetato de etilo (100 mL). La mezcla se lavo con clorhidrato acuoso diluido (1N) y luego con
salmuera, se secO sobre sulfato de sodio y se concentrd. El producto crudo se purifico
mediante cromatografia instantdnea (metanol al 0-1% en cloruro de metileno) para producir
el compuesto (9) (0.26 g, rendimiento del 85%) como un sélido blanco. ESI m/z: 509 (M +
H)*. *H NMR (CDCls, 400 MHz) (que epimeros) & 7.25y 7.22 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.30-6.27
(m, 1H), 6.03-6.02 (m, 1H), 5.17-5.11 (m, 1.5H), 5.06-4.96 (m, 1.5 H), 4.87-4.86 (m, 0.5
H), 4.59 (d, J = 4.5 Hz, 0.5 H), 4.52-4.50 (m, 1 H), 3.24 (s, 3H), 2.60-2.53 (m, 1H), 2.36—
2.33 (m, 1H), 2.24-2.00 (m, 3H), 1.86-1.62 (M, 4H), 1.53—-1.33 (m, 8H), 1.21-1.09 (m, 2 H),
1.02-0.96 (m, 3H), 0.94-0.91 (m, 3H) ppm.

[532] Etapa 2: (1S,25,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)-8—(2—Aminoacetil)-11-hidroxi—
9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**¢|icosa—14,17—dien—16—-ona
(11-1R/S)

[533] A una solucion de amoniaco en MeOH (7 M, 15 mL) a temperatura ambiente
se afiadié el compuesto 9 (0.10 g, 0.20 mmol). La solucion se sell6 y se agité a 40 °C
durante la noche. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo y el producto crudo se
purific6 mediante prep-HPLC (método B) para producir el compuesto (11-1R/S) (8.0 mg,
rendimiento del 9%) como un sélido blanquecino. ESI m/z: 429.9 (M + H)". 1H NMR
(MeODy,, 400 MHz) & 7.46 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H),
5.22-5.15 (m, 1.5 H), 4.88 (m, 0.6H), 4.58 (m, 0.5H), 4.42 (m, 1H), 3.96-3.81 (m, 0.7H),
3.50-3.41 (m, 0.7H), 2.70-2.63 (m, 1H), 2.40-2.37 (m, 1H), 2.22-1.94 (m, 3H), 1.87-1.25
(m, 11H), 1.17-0.80 (8H) ppm. HPLC Anal.: > 95%, Tiempo de retencion: 7.63 min (método
B).

EJEMPLO 10
[534] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-2R/S en la

Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.
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[535] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—9,13—dimetil-8—[2—
(metilamino)acetil]-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.01*18]icosa—14,17—dien—
16-ona (11-2R/S)

[536] Una solucion de compuesto 9 (51 mg, 0.10 mmol) en metilamina (solucién 2 M
en THF, 0.5 mL) en un tubo sellado se agit6 a 20-25 °C durante 4 horas, y luego se agit6 a
40 °C durante la noche. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo y el residuo se
purific6 mediante prep-HPLC (método A) y luego mediante prep-HPLC (método B) para
producir el compuesto (11-2R/S) (15 mg, rendimiento del 33%) como un sélido blanco. ESI
m/z: 444.3 (M + H)*. *"H NMR (CDCls, 400 MHz) & 7.26-7.23 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 6.30-6.26
(m, 1H), 6.03-6.02 (m, 1H), 5.20-5.16 (m, 1H), 4.90-4.89 (d, J = 4.8 Hz, 0.5 H), 4.69—4.66
(t, J = 4.8 Hz, 0.5H), 4.49-4.51 (m, 1H), 3.50-3.29 (m, 2H), 2.61-2.52 (m, 1H), 2.37-2.32
(m, 1H), 2.17-2.16 (d, J = 3.6 Hz, 3H), 2.14-2.08 (m, 3H), 1.86-1.74 (m, 3H), 1.59-1.48 (m,
2H), 1.45 (s, 3H), 1.42-0.89 (m, 12H) ppm.

EJEMPLO 11

[537] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-3R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[538] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-8-[2—(Dimetilamino)acetil]-11-hidroxi—9,13—
dimetil-6—propil-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.0*°.0*%.0***®icosa—14,17-dien-16—ona  (11-
3R/S)

[539] A una solucion de compuesto 9 (51 mg, 0.10 mmol) en THF (3 mL) se afiadi6 a
gotas una solucion de dimetilamina en THF (2 M, 0.75 mL, 1.5 mmol) a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se agitd a 50 °C durante la noche. La mezcla de reaccion
se concentrg, y el producto crudo se purificé mediante prep-HPLC (método B) para producir
el compuesto 11-3R/S (15 mg, rendimiento del 33%) como un solido blanco. ESI m/z: 458.2
(M + H)*. 'H NMR (MeODg,, 400 MHz) & 7.46 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 10.0 Hz, 1H),
6.02 (s, 1H), 5.21 (t, J = 4.8 Hz, 0.6H), 5.17 (d, J = 7.2 Hz, 0.6H), 4.58 (d, J = 4.4 Hz, 0.4H),
4.44-4.41 (m, 1H), 3.80-3.57 (m, 1H), 3.26 (d, J = 18.8 Hz, 0.7H), 3.08-2.91 (m, 0.7H),
2.70-2.61 (m, 1H), 2.49-2.33 (m, 7H), 2.26-2.11 (m, 2H), 2.02-1.95 (m, 1H), 1.85-1.55 (m,
5H), 1.49 (s, 3H), 1.49-1.30 (m, 3H), 1.09-1.00 (m, 2H), 0.98-0.90 (m, 6H) ppm. HPLC
Anal.: > 95%, Tiempo de retencion: 8.34 min (método B).

EJEMPLO 12
[540] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-5R/S en la

Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.
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[541] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-8—[2—(4—Aminofenoxi)acetil]-11—hidroxi—
9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.  00%°.0*%.0'**®|icosa—14,17-dien—16—ona
(11-5R/S)

[542] Procedimiento general B para hacer éter de fenol sustituido a partir de su
precursor de mesilato: A acetona o acetonitrilo caliente (60-65 °C) se afadioé precursor de
mesilato (1 equiv.), fenol sustituido (2.0-2.5 equiv.), y carbonato de potasio o carbonato de
cesio (2.0-3.0 equiv.). La suspension resultante se sometio a reflujo durante 2 a 3 horas, y
la reaccion se monitore6 mediante LCMS y/o TLC. Después de que la reaccion se enfrio a
temperatura ambiente, los compuestos volatiles se removieron in vacuo y al residuo se
afiadié agua. La mezcla acuosa se extrajo con acetato de etilo. La solucién organica
combinada se lavd con agua y salmuera, se secO sobre sulfato de sodio y se concentré in
vacuo. El producto crudo se utiliz6 para la siguiente etapa directamente o se purificd
mediante cromatografia instantdnea o prep-HPLC.

[543] Etapa 1: Una mezcla de compuesto 9 (0.13 g, 0.26 mmol), 4-nitrofenol (10-5,
72 mg, 0.52 mmol) y carbonato de potasio (72 mg, 0.52 mmol) en acetona (10 mL) se
sometié a reflujo (60 °C) durante la noche. Después de la filtracién para remover los sélidos,
el filtrado se concentré in vacuo. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia
instantanea (metanol al 0-1% en cloruro de metileno) para producir un nitro-intermedio (0.11
g, rendimiento del 77%) como un aceite marrén. ESI m/z: 552 (M + H)". *"H NMR (CDCls,
500 MHZz) (con epimeros) 6 8.23-8.15 (m, 2.4H), 7.26—7.23 (m, 1H), 6.97-6.91 (m, 2.4H),
6.31-6.28 (m, 1H), 6.05-6.04 (m, 1H), 5.22-5.18 (m, 1.4H), 5.10-5.07 (m, 0.6H), 4.93 (d, J
= 5.0 Hz, 0.6H), 4.83-4.77 (m, 1H), 4.67 (d, J = 5.0 Hz, 0.6H), 4.56—4.53 (m, 1H), 2.62—2.55
(m, 1H), 2.38-2.5 (m, 1H), 2.24-2.07 (m, 3H), 1.88-1.56 (m, 5H), 1.46—1.40 (m, 6H), 1.20—
1.13 (m, 2H), 1.05-0.99 (m, 3H), 0.97-0.94 (m, 3H) ppm.

[544] Etapa 2: Polvo de hierro (0.10 g, 1.9 mmol) y cloruro de amonio (0.10 g, 1.9
mmol) se afiadieron simultineamente a una solucion del nitro-intermedio (0.10 g, 0.19
mmol) en una solucién combinada de etanol (20 mL) y agua (2 mL). La suspensioén se agitd
a 80 °C durante 2 horas y se filtr6 a través de Celita para remover las sales inorganicas. El
filtrado se concentrd in vacuo y el residuo se purific6 mediante prep-HPLC (método B) para
producir el compuesto (11-5R/S) (50 mg, rendimiento del 50%) como un soélido blanco. ESI
m/z: 522 (M + H)*. 'H NMR (MeODy,, 500 MHz) (con epimeros) 6 7.47 (d, J = 10.0 Hz, 1H),
6.78-6.70 (M, 4H), 6.29-6.26 (m, 1H), 6.04 (br s, 1H), 5.25 (t, J = 5.0 Hz, 0.4H), 5.20 (d, J =
7.0 Hz, 0.4H), 5.06 (d, J =18.0 Hz, 0.4H), 4.98 (d, J =18.0 Hz, 0.6H), 4.90-4.87 (m, 0.6 H),
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4.75-4.66 (M, 1.6H), 4.46—-4.44 (m, 1H), 2.71-2.64 (m, 1H), 2.42-2.38 (m, 1H), 2.28-2.18
(m, 2H), 2.06—2.00 (m, 1H), 1.87-1.83 (m, 1H), 1.76-1.73 (m, 1H), 1.69-1.61 (m, 3H), 1.55—
1.38 (m, 3H), 1.51 (s, 3H), 1.20-1.02 (m, 3H), 0.98-0.92 (m, 5H) ppm.

[545] Una mezcla de dos epimeros del compuesto 11-5R y el compuesto 11-5S de la
Tabla 1 (0.30 g, 0.58 mmol) se aisl6 mediante HPLC quiral (Instrumento: Gilson-281,
Columna: OzZ-H 20*250 mm, 10um (Dacel), utilizando fase mdévil: hexano (DEA al
0.1%)/Etanol (DEA al 0.1%)=70/30 en una tasa de flujo de 60 mL/min, detectado a 214 nm.
La solucidén resultante se concentr6 para proporcionar el compuesto 11-5S (30 mg,
rendimiento del 10%) y el compuesto 11-5R (50 mg, rendimiento del 17%) como sélidos
blancos, por separado. Las estructuras del compuesto 11-5S y el compuesto 11-5R se
determinaron mediante 2D—-NOESY.

[546] (1S,25,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)-8—-2—(4—Aminofenoxi)acetil]-11-hidroxi—
9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0* 8.03,28]icosa—14,17—dien—16—ona
(11-5S): Primer pico en HPLC; ESI m/z: 522 (M + H)". Tiempo de retencién en HPLC
(método A): 7.54 min; SFC quiral (CC4): Tiempo de retencién 4.71 min, 99.5d.e.%; '"H NMR
(400 MHz, CDCls) & 7.21 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.63 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 6.24 (dd, J = 10.1, 1.6 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 5.20 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 5.18 (t, J = 4.8
Hz, 1H), 4.99 (d, J = =17.9 Hz, 1H), 4.61 (d, J = =17.9 Hz, 1H), 4.43 (s, 1H), 3.46 (s, 2H),
2.57 (td, J = 13.2, 4.4 Hz, 1H), 2.34 (dd, J = 13.4, 3.2 Hz, 1H), 2.16-2.01 (m, 4H), 1.85-1.68
(m, 3H), 1.59-1.49 (m, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.44-1.26 (m, 2H), 1.18-1.09 (2H), 1.00 (s, 3H),
0.91 (t, J = 7.3 Hz, 3H) ppm. *C NMR (100 MHz, CDCl;) & 204.0, 186.7, 170.0, 156.3,
151.4, 141.0, 127.9, 122.6, 116.5, 116.4, 108.4, 98.6, 83.2, 72.6, 69.8, 55.3, 53.0, 47.2,
44.2,41.5, 37.3, 34.1, 33.0, 32.0, 31.1, 21.2, 17.9, 17.7, 14.1 ppm.

[547] (1S,25,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)-8—-2—(4—Aminofenoxi)acetil]-11-hidroxi—
9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0* 8.03,28]icosa—14,17—dien—16—ona
(11-5R): Segundo pico en HPLC; ESI m/z: 522 (M + H)*; Tiempo de retencion en HPLC
(método A): 7.58 min; SFC quiral (CC4): Tiempo de retencién 3.80 min, 98.1d.e.%; *H NMR
(400 MHz, CDCl3) & 7.23 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 8.8 Hz, 2H), 6.65 (d, J = 8.8 Hz,
2H), 6.27 (dd, J = 10.1, 1.7 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 4.94 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 4.89 (d, J = -18.0
Hz, 1H), 4.65 (d, J = —18.0 Hz, 1H), 4.61 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 3.51 (s,
2H), 2.58 (td, J = 13.3, 4.9 Hz, 1H), 2.35 (dd, J = 13.4, 2.8 Hz, 1H), 2.23-1.99 (m, 4H),
1.79-1.61 (m, 6H), 1.46-1.38 (m, 2H), 1.44 (s, 3H), 1.23-1.09 (m, 2H), 0.95 (s, 3H), 0.93 (t,

J = 7.3 Hz, 3H) ppm. **C NMR (101 MHz, CDCl,) & 204.9, 186.6, 170.0, 156.2, 151.2, 141.0,
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127.9, 122.5, 116.3, 116.3, 104.5, 97.6, 81.9, 72.6, 69.9, 55.1, 49.8, 45.7, 44.0, 41.1, 35.0,
34.0, 33.3, 31.9, 30.3, 21.1, 17.5, 17.1, 14.0 ppm.
EJEMPLO 13

[548] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-5S y (11-
5R) en la Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[549] El compuesto 9R se preparé a partir de (R)-budesonida y el compuesto 9S se
prepar0 a partir de (S)-Budesonida, respectivamente, de acuerdo con el Procedimiento
general A en el Ejemplo 9. Utilizando el mismo método descrito en el EJEMPLO 12, el
compuesto (11-5S) se obtuvo a partir de la reaccion del compuesto (9S) con el compuesto
(10-12), y el compuesto (11-5R) se obtuvo a partir de la reaccién del compuesto (9R) con el
compuesto (10-9), respectivamente. Un procedimiento representativo es el siguiente. A una
solucion de compuesto (9R) o compuesto (9S (100 mg) en acetona (10 mL) se afadio
simultdneamente el compuesto 10-9 (2 eq.) y Cs,CO3; (2 eq.). La mezcla se sometio a
reflujo durante 2 horas, y el crudo se procesé removiendo la acetona in vacuo, extrayendo
el crudo con acetato de etilo, lavando las sales inorganicas con agua, y purificando el
producto resultante mediante cromatografia (acetato de etilo al 0-50% en éter de petréleo)
para proporcionar el compuesto 11-5R o el compuesto 11-5S (rendimiento del 25-60%)
como un sélido amarillo palido. ESI m/z: 522 (M + H)*. HPLC Anal.: 98%. Los espectros 2D-
NOESY del compuesto 11-5R y el compuesto 11-5S se muestran en las FIGURAS 7 y 8.

EJEMPLO 14

[550] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-6S y 11-6R
de la Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[551] (1S,2S,4R,6S,8S,9S,11S,12S,13R)-8—[2—(4—Amino—3—fluorofenoxi)acetil]-11—
hidroxil-9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0*,2.023,8]icosa—14,17—dien—
16—ona (11-6S) y (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-8—[2—(4—Amino—3—
fluorofenoxi)acetil]-11-hidroxil—-9,13—dimetil-6—propil-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0*,2.013,18licosa—14,17—dien—16—ona (11-6R).

[552] Una mezcla racémica de los compuestos 11-6R/S se prepard de acuerdo con
el método establecido en el Ejemplo 12. Los productos racémicos se separaron mediante
SFC quiral (véanse los detalles en la Seccion 2.3) para producir el compuesto 11-6S
(segundo pico) y el compuesto 11-6R (primer pico) como solidos blanquecinos.

[553] Compuesto 11-6S (30 mg, rendimiento del 7.9%). ESI m/z: 540.2 (M + H)*. 'H

NMR (500 MHz, DMSOgg) 6 7.32 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.71-6.62 (m, 2H), 6.49 (dd, J = 8.5,
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2.0 Hz, 1H), 6.19-6.16 (m, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.21 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 5.10 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 5.02 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.69 (dd, J = 58.9, 28.6 Hz, 4H), 4.31 (s, 1H), 2.56-2.51 (m,
1H), 2.29 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 2.06-1.97 (m, 3H), 1.89 (s, 2H), 1.79-1.72 (m, 1H), 1.30 (m,
10H), 0.88-0.85 (m, 6H) ppm. Tiempo de retencion: 2.94 min, 98% en SFC quiral (AD).
HPLC Anal.: > 96.94%, Tiempo de retencién: 7.94 min (método B).

[554] Compuesto 11-6R (28 mg, rendimiento del 7.4%). ESI m/z: 540.3 (M + H)". H
NMR (500 MHz, DMSOge) 6 7.32 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.72-6.68 (m, 2H), 6.52 (dd, J = 8.6,
2.1 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.01 (d, J = 18.3 Hz, 1H), 4.77 (dd, J =
12.9, 3.3 Hz, 2H), 4.71 (s, 2H), 4.65 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.32 (s, 1H), 3.17 (d, J = 5.2 Hz,
1H), 2.57-2.51 (m, 1H), 2.30 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 2.10 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 2.01-1.99 (m,
1H), 1.84 (s, 2H), 1.62-1.52 (m, 5H), 1.39-1.33 (m, 5H), 1.23 (s, 1H), 1.02-0.95 (m, 2H),
0.87 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 0.83 (s, 3H) ppm. Tiempo de retencién: 2.25 min, 100% en SFC
quiral (AD). HPLC Anal.: > 98.50%, Tiempo de retencion: 8.01 min (método B).

EJEMPLO 15

[555] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-7R en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[556] (1S,2S5,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)-8-[2-(4-Amino-3-fluorofenoxi)acetil]-11-
hidroxil-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*®.0131%|icosa-14,17-dien-16-
ona (11-7S y 11-7R)

[557] Una mezcla racémica de esteroides 11-7-22R/S se prepar6 de acuerdo con el
método establecido en el Ejemplo 12. Los productos racémicos se separaron mediante SFC
quiral (véanse los detalles en la Seccion 2.3) para producir el compuesto 11-7S (segundo
pico) y el compuesto 11-7R (primer pico).

[558] Compuesto 11-7R: ESI m/z: 540.2 (M + H)". 'H NMR (500 MHz, CDCl,)
57.25(d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.87 (dt, J = 15.5, 7.7 Hz, 1H), 6.47 (dd, J = 12.8, 2.4 Hz, 1H),
6.37 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.29 (dd, J = 9.9, 4.4 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.22-4.49 (m, 5H), 3.61
(s, 2H), 2.58 (td, J = 13.5, 4.9 Hz, 1H), 2.36 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 2.19-2.03 (m, 3H), 1.87—
1.72 (m, 2H), 1.67-1.55 (m, 3H), 1.51-1.33 (m, 7H), 1.21-1.11 (m, 2H), 1.00-0.90 (m, 6H).
HPLC Anal.: > 62.24%, 36.49%, Tiempo de retencion: 7.78, 7.86 min (método B).

EJEMPLO 16

[559] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-8R en la

Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[560] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxil-9, 13—dimetil-8—{2—[4—
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(metilamino)fenoxi]acetil}-6—propil-5,7—dioxapentaciclo—[{10.8.0.02,°.0*8.03 18icosa—14,17—
dien-16-ona (11-8R)

[561] El esteroide 11-8 se preparé de acuerdo con el método establecido en el
Ejemplo 13.

[562] El compuesto (11-8R) se obtuvo como un sdélido blanco (14 mg, rendimiento
del 54%). ESI m/z: 525.3 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, MeODys) & 7.47 (d, J = 10.1 Hz, 1H),
6.83-6.80 (m, 2H), 6.65-6.62 (m, 2H), 6.28 (dd, J = 10.1, 1.9 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 4.99 (d,
J =18.2 Hz, 1H), 4.90 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 4.74 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.66 (t, J = 4.5 Hz, 1H),
4.46 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H), 2.67 (td, J = 13.6, 5.2 Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 13.5, 2.7
Hz, 1H), 2.30-2.22 (m, 1H), 2.16-2.12 (m, 1H), 2.02 (dd, J = 13.7, 3.3 Hz, 1H), 1.85 (dd, J =
13.7, 2.6 Hz, 1H), 1.76 (d, J = 6.9 Hz, 1H), 1.67—1.63 (m, 4H), 1.51 (s, 3H), 1.48-1.44 (m,
2H), 1.17-1.08 (m, 1H), 1.05 (dd, J = 11.2, 3.5 Hz, 1H), 0.98-0.94 (m, 6H) ppm. HPLC
Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 7.56 min (método A).

EJEMPLO 17

[563] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto (11-10R/S), en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[564] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-8-[2—(4—Fluorofenoxi)acetil]-11-hidroxi—
9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0* 8.03,28]icosa—14,17—dien—16—ona
(11-10R/S).

[565] Los esteroides 11-10R/S se prepararon de acuerdo con el método establecido
en el Ejemplo 13.

[566] El compuesto 11-10R/S se obtuvo como un sélido blanco (14 mg, rendimiento
del 54%). ESI m/z: 525.2 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, MeODy,) & 7.47 (d, J = 10.1 Hz, 1H),
7.02 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 6.94-6.90 (m, 2H), 6.27 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 6.03 (s, 1H),
5.06 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.90-4.88 (m, 1H), 4.82 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.69 (t, J = 4.4 Hz,
1H), 4.46 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 2.71-2.63 (m, 1H), 2.42-2.38 (m, 1H), 2.30-2.11 (m, 2H),
2.05-2.01 (m, 1H), 1.89-1.84 (m, 1H), 1.77-1.63 (m, 5H), 1.51-1.41 (m, 5H), 1.18-1.02 (m,
2H), 0.97-0.93 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 9.94 min (método A).

EJEMPLO 18

[567] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-11R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[568] N—(4—H{2-[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxi—9,13—dimetil-16—

oxo—6—propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02,°.0* 8.03,18]icosa—14,17—dien—8—il]-2—
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oxoetoxilfenil)acetamida (11-11R/S)

[569] Los esteroides 11-11R/S se prepararon de acuerdo con el método establecido
en el Ejemplo 13.

[570] Los compuestos 11-11R/S se obtuvieron como un sélido blanco (25 mag,
rendimiento del 46%). ESI m/z: 564.3 (M + H)*. '"H NMR (500 MHz, MeODy,) & 7.49-7.45
(m, 3H), 6.89 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.28 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.09 (d, J = 18.1
Hz, 1H), 4.91-4.89 (m, 1H), 4.83 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.70 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.47 (d, J = 3
Hz, 1H), 2.72-2.65 (m, 1H), 2.43-2.39 (m, 1H), 2.30-2.22 (m, 1H), 2.18-2.12 (n, 4H), 2.06—
2.03 (m, 1H), 1.90-1.86 (m, 1H), 1.77-1.65 (m, 5H), 1.48 (m, 5H), 1.18-1.09 (m, 1H), 1.07—
1.04 (m, 1H), 0.99-0.95 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 7.33 min
(método B).

EJEMPLO 19

[571] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-12R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[572] (1S,2S,4R,8S,9S5,11S,12R,13S,19S)-8—-[2—(4—Aminofenoxi)acetil]-12,19—
difluoro—11-hidroxi-9,13—dimetil-6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*.0131%]icosa—
14,17—-dien—16-ona (11-12R/S)

[573] Etapa 1: ElI compuesto (9B) se prepard de acuerdo con el Procedimiento
general A en el Ejemplo 9. A una solucion de (6S,9R)2F-budesonida (80 mg, 0.17 mmol)
en DCM (1 mL) se afadieron a gotas trietilamina (34 mg, 0.34 mmol) y cloruro de
metanosulfonilo (30 mg, 0.26 mmol) a 0 °C. La mezcla se agitod a esta temperatura durante
media hora hasta que se consumid la (6S,9R)2F-Budesonida, lo cual se monitored
mediante TLC. La mezcla de reaccion se diluy6 luego con DCM (100 mL) y se apag6 con
un cloruro de amonio ac. sat. (30 mL). La solucién organica se lavé con cloruro de amonio
ac. sat. y salmuera, se secoO sobre sulfato de sodio y se concentré in vacuo. El producto
crudo se purific6 mediante cromatografia instantdnea (MeOH al 0-2% en DCM) para dar el
producto de mesilato correspondiente (9B).

[574] Etapa 2: El compuesto 9B se disolvié en acetona (0.5 mL). A la solucién se
anadieron 4-aminofenol (10-9, 37 mg, 0.34 mmol) y carbonato de cesio (0.11 g, 0.34
mmol). La mezcla de reaccion se sometio a reflujo durante 1.5 horas o hasta que el (9B) se
consumio6 totalmente de acuerdo con TLC y LCMS. La mezcla se diluyo luego con acetato
de etilo y se filtr6. El filtrado se concentré in vacuo y el residuo se purificé mediante prep-

HPLC (método B) para dar los compuestos 11-12R/S (6.0 mg, rendimiento del 6.3% a partir



10

15

20

25

30

200

de (6S,9R)2F-Budesonida) como un sélido blanco. ESI m/z: 558 (M + H)*. '"H NMR (500
MHz, MeODg4) 6 7.34 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.78-6.71 (m, 4H), 6.37—6.33 (M, 2H), 5.63-5.49
(m, 1H), 5.10-4.99 (m, 1H), 4.77-4.63 (m, 2H), 4.33 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 2.74-2.57 (m, 1H),
2.39-2.13 (m, 3H), 1.98-1.31 (m, 12H), 1.03-0.93 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: pureza 97.4%,
Tiempo de retencion: 7.55 min (método B).

[575] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(4-Aminofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.013"%)icosa-14,17-
dien-16-ona (11-12R)

[576] El compuesto 9BR se prepard de acuerdo con el Procedimiento general A en
el Ejemplo 9. Una reaccion del compuesto 9BR (0.90 g, 1.7 mmol) con 4-aminofenol (0.20
g, 1.8 mmol) y carbonato de cesio (1.1 g, 3.4 mmol) en acetonitrilo (20 mL) proporcioné (11-
12R) (0.20 g, rendimiento del 54%) como aceite amarillo después de la purificacion
mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo al 50-80% en éter de
petréleo). ESI m/z: 558 (M/+H)*. *"H NMR (500 MHz, DMSOg) 6 7.26 (d, J = 10.5 Hz, 1H),
6.64 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 6.50 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 6.30 (dd, J = 10 Hz, 2 Hz, 1H), 6.11 (s,
1H), 5.72-5.65 (m, 0.5H), 5.62-5.55 (m, 0.5H), 5.52-5.48 (m, 1H), 5.0 (s, 0.5H), 4.95 (s,
0.5H), 4.80-4.78 (m, 1H), 4.75-4.65 (m, 1H), 4.24-4.16 (m, 1H), 2.70-2.52 (m, 1H), 2.30-2.21
(m, 1H), 2.11-2.00 (m, 2H), 1.77 (d, J =13.0Hz, 1H), 1.61-1.54 (m, 4H), 1.49 (s, 3H), 1.36 (q,
J=7.5Hz, 3H), 1.23 (s, 1H), 0.87 (d, J = 7.5 Hz, 3H), 0.83 (s, 3H) ppm. HPLC Anal.: 100%,
Tiempo de retencion: 8.44 min (método B).

EJEMPLO 20

[577] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-13R en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[578] (1S,2S5,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(3-Aminofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.0131%)icosa-14,17-
dien-16-ona (11-13R).

[579] El esteroide 11-13R se prepard de acuerdo con el método establecido en el
Ejemplo 19.

[580] El compuesto (11-13R) se obtuvo como un soélido de color naranja claro (9.0
mg, rendimiento del 44%) después de la purificacibn mediante prep-HPLC (método A). ESI
m/z: 558 (M + H)". "H NMR (500 MHz, MeODy,) & 7.35 (dd, J = 10.1, 1.3 Hz, 1H), 7.29 (t, J
= 8.1 Hz, 1H), 6.76-6.70 (m, 3H), 6.40-6.29 (m, 2H), 5.66-5.48 (m, 1H), 5.14 (d, J = 18.1 Hz,
1H), 4.93-4.91 (m, 1H), 4.90-4.87 (m, 1H), 4.77 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 9.3 Hz, 1H),
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2.76-2.62 (m, 1H), 2.41-2.18 (m, 3H), 1.83-1.56 (m, 9H), 1.50 (dt, J = 15.4, 7.6 Hz, 2H),
0.99-0.96 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 7.77 min (método A).
EJEMPLO 21

[581] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-14R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[582] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(4-Amino-3-fluorofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.02,9.0*8.0138] icosa-
14,17-dien-16-ona (11-14R/S).

[583] A una solucion de (9B) (0.20 g, 0.37 mmol) en DMSO (3 mL) se afadieron 4-
amino-3-fluorofenol (10-14, 0.25 g, 2.0 mmol) e hidréxido de potasio (0.11 g, 2.0 mmol) a
temperatura ambiente. La mezcla resultante se agito a 60 °C durante una hora bajo
proteccion con nitrégeno hasta que se completo la reaccion, lo cual se monitore6 mediante
TLC y LCMS. Después de enfriarse a temperatura ambiente y filtrarse a través de
membrana, la solucién de reaccion se purificé directamente mediante prep-HPLC (método
A) para dar el compuesto 11-14R/S (40 mg, rendimiento del 19%) como un sélido
blanquecino. ESI m/z: 576 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, MeODy,) & 7.40-7.31 (m, 1H), 7.20
(td, J = 9.1, 1.9 Hz, 1H), 6.91-6.84 (m, 1H), 6.80-6.76 (m, 1H), 6.40-6.30 (m, 2H), 5.57 (ddd,
J =486, 9.7, 6.8 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.90-4.79 (m, 2H), 4.75 (t, J = 4.3 Hz,
1H), 4.41-4.28 (m, 1H), 2.78-2.57 (m, 1H), 2.40-2.12 (m, 3H), 1.98-1.39 (m, 11H), 1.07-0.92
(m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 8.10 min (método A).

EJEMPLO 22

[584] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-15R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[585] N-[(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.013%|icosa-14, 1 7-dien-8-il]-2-
oxoetoxitfenil)metillcarbamato de ter-butilo (N-Boc-11-15R/S).

[586] Etapa 1: A una solucién de 4-(aminometil)fenol (1.2 g, 10 mmol) en metanol
(70 mL) y agua (5 mL) se afadié Boc,O (2.4 g, 11 mmol) a gotas mediante jeringa a
temperatura ambiente. La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante una
hora hasta que se consumié totalmente el 4-(aminometil)fenol, lo cual se monitored
mediante LCMS y TLC. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo y el residuo se
disolvio en acetato de etilo (150 mL). La solucion se lavd con acido citrico ac. sat. (50 mL x

2) y con salmuera, se sec0 sobre sulfato de sodio y se concentré in vacuo para dar N-Boc-
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4-aminometilfenol (2.1 g, rendimiento del 94%) como un aceite marrén. ESI m/z: 246 (M +
Na)*. *H NMR (500 MHz, CDCl,) & 7.12 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 6.82-6.71 (m, 2H), 4.84 (s, 1H),
4.23 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H) ppm.

[587] Etapa 2: El compuesto (N-Boc-11-15R/S) se prepar6 de acuerdo con el
método establecido en el Ejemplo 19.

[588] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-{2-[4-(Aminometil)fenoxi]acetil}-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.01318] icosa-
14,17-dien-16-ona (11-15R/S)

[589] A una solucion de (N-Boc-11-15R/S) (30 mg, 45 pmol) en DCM (2 mL) se
afiadié a gotas TFA (0.4 mL) mediante jeringa a 0 °C. La mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante una hora hasta que se removié totalmente el Boc, lo cual se
monitore6 mediante LCMS. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo y el residuo
se purific6 mediante prep-HPLC (método A) para dar el compuesto (11-15R/S) (15 mg,
rendimiento del 49%) como un sélido blanco. ESI m/z: 572 (M + H)*. *"H NMR (500 MHz,
MeODy,) & 7.45-7.32 (m, 3H), 7.01-6.96 (m, 2H), 6.41-6.30 (m, 2H), 5.57 (ddd, J = 18.2,
10.4, 7.3 Hz, 1H), 5.21 (dd, J = 19.7 Hz, 1H), 4.93-4.91 (m, 1H), 4.85 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.77 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.37-4.32 (m, 1H), 4.07 (s, 2H), 2.75-2.58 (m, 1H), 2.40-2.15 (m,
3H), 1.86-1.40 (m, 11H), 1.08-0.92 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion:
7.47 min (método A).

EJEMPLO 23

[590] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-16R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[591] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxi-8-[2-(4-hidroxifenoxi)acetil]-
9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0%.0131%)icosa-14,17-dien-16-ona  (11-
16R/S)

[592] Los compuestos 11-16R/S se prepararon de acuerdo con el método
establecido en el Ejemplo 12.

[593] Los compuestos 11-16R/S (20 mg, rendimiento del 38%) se obtuvieron como
un sélido de color marrén claro después de la purificacion mediante prep-HPLC (método A).
ESI m/z: 523.2 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, MeODyg,) & 7.47 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.82-6.77
(m, 2H), 6.75-6.70 (m, 2H), 6.28 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H), 6.04 (s, 1H), 5.00 (d, J = 18.1
Hz, 1H), 4.91-4.89 (m, 1H), 4.75 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.67 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 4.46 (d, J =
3.1 Hz, 1H), 2.68 (td, J = 13.6, 5.8 Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 13.5, 2.8 Hz, 1H), 2.31-2.21 (m,
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1H), 2.17-2.13 (m, 1H), 2.02 (dd, J = 13.7, 3.3 Hz, 1H), 1.86 (dd, J = 13.7, 2.6 Hz, 1H), 1.80-
1.58 (m, 5H), 1.53-1.40 (m, 5H), 1.18-0.93 (m, 8H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de
retencion: 8.92 min (método A).

EJEMPLO 24

[594] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-17R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[595] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-{2-[(6-Aminopiridin-2-il)oxilacetil}-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.0>°.0%%.0'*19] icosa-
14,17-dien-16-ona (11-17R/S)

[596] Los compuestos 11-17R/S se prepararon de acuerdo con el método
establecido en el Ejemplo 19.

[597] Los compuestos 11-17R/) (50 mg, rendimiento del 24%) se obtuvieron como
un solido blanco después de la purificacibn mediante cromatografia instantanea (acetato de
etilo al 10-50% en éter de petréleo). ESI: 559 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOQy¢) & 7.35-
7.31 (m, 2H), 6.31 (d, J = 11.5 Hz, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.03 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 5.98 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 5.84-5.82 (m, 1H), 5.68-5.56 (M, 3H), 5.25-4.72 (m, 4H), 4.29 (br s, 1H), 2.66-
2.57 (m, 1H), 2.28-2.05 (m, 4H), 1.63-1.58 (m, 4H), 1.50-1.30 (m, 6H), 0.95-0.87 (m, 6H)
ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 8.65 min (método A).

EJEMPLO 25

[598] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-19 en la Tabla
1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[599] (1S,25,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Azidoacetil)-12,19-difluoro-11-
hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.0131%]icosa-14,17-dien-16-
ona (11-19)

[600] Etapa 1: Una suspension del compuesto 9B (1.0 g, 1.8 mmol), azida de sodio
(1.2 g, 18 mmol) en acetona (15 mL) se agité a 50 °C durante la noche, cuando se complet6
la reaccion de acuerdo con LCMS. Después de enfriarse, la mezcla de reaccidn se vertié en
agua fria (80 mL). La mezcla acuosa se extrajo con acetato de etilo (50 mL x 3). La solucion
organica combinada se lavé con salmuera (30 mL), se secd sobre sulfato de sodio y se
concentrd in vacuo para proporcionar un compuesto crudo precursor azido de (11-19R/S)
(0.90 g, rendimiento > 99%) como un sélido amarillo, que se utilizé para la siguiente etapa
sin purificacion adicional. ESI m/z: 492 (M + H)".

[601] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Aminoacetil)-12,19-difluoro-11-
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hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.0131%|icosa-14,17-dien-16-
ona; sal del 4cido trifluoroacético (11-19R/S)

[602] Etapa 2: A una solucién del precursor de los compuestos 11-19 R/S (0.85 g,
1.7 mmol) en THF (20 mL) se afadi6 clorhidrato ac. (1 N, 10 mL). La mezcla se agité a 28-
32 °C hasta que se volvio clara, a la cual luego se afadio trifenilfosfina (0.68 g, 2.6 mmol) a
esta temperatura. La solucion clara amarilla resultante se agité a 28-32 °C durante 18
horas, cuando la reaccion se completd de acuerdo con TLC y LCMS. La mezcla se
concentrd bajo vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia instantanea de fase
inversa (acetonitrilo al 0-50% en TFA ac. (0.05%)) para dar los compuestos 11-19R/S (0.56
g, rendimiento del 57%, sal de TFA) como un sélido blanquecino. ESI m/z: 466 (M + H)*. *H
NMR (400 MHz, MeODy,) & 7.33 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 6.40-6.29 (m, 2H), 5.69-5.45 (m, 1H),
4.93-4.92 (m, 1H), 4.71 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.35-4.27 (m, 2H), 3.90-3.84 (m, 1H), 2.81-2.54
(m, 1H), 2.42-2.06 (m, 3H), 1.82-1.32 (m, 11H), 1.09-0.87 (m, 6H) ppm. °F NMR (376 MHz,
MeODy,) 6 -77.01, -166.24, -166.92, -188.81, -188.83 ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de
retencién: 6.86 min (método A).

[603] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Aminoacetil)-12,19-difluoro-11-
hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.0131%]icosa-14,17-dien-16-
ona; sal del acido trifluoroacético (11-19R)

[604] Etapa 1: Utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente, el
precursor azido de (11-19R) (0.12 g, rendimiento del 87%) se obtuvo a partir del compuesto
(9BR) como un solido blanco después de la purificacion mediante cromatografia
instantanea (acetato de etilo al 0-50% en éter de petréleo). ESI m/z: 492 (M + H)". 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) 6 7.10 (dd, J = 10.2, 1.3 Hz, 1H), 6.44 (s, 1H), 6.38 (dd, J = 10.2, 1.8 Hz,
1H), 5.48-5.31 (m, 1H), 4.92 (d, J = 5.4 Hz, 1H), 4.62 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 5.6,
2.7 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 18.7 Hz, 1H), 3.94 (d, J = 18.7 Hz, 1H), 2.56-2.39 (m, 2H), 2.32-
2.18 (m, 2H), 1.85-1.71 (m, 3H), 1.67-1.54 (m, 7H), 1.46-1.37 (m, 2H), 0.97-0.90 (m, 6H)
ppm.

[605] Etapa 2: Utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente, el
compuesto 11-19R (30 mg, rendimiento del 66%) se obtuvo como un sélido blanco después
de la purificacién mediante prep-HPLC (método A). ESI m/z: 466 (M + H)*. *H NMR (500
MHz, MeODy,) & 7.34 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.40-6.30 (m, 2H), 5.65-5.46 (m, 1H), 4.94-4.91
(m, 1H), 4.72 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.34-4.28 (m, 2H), 3.88 (d, J = 18.8 Hz, 1H), 2.78-2.60 (m,
1H), 2.39-2.34 (m, 1H), 2.33-2.18 (m, 2H), 1.77-1.54 (m, 9H), 1.53-1.40 (m, 2H), 0.99-0.95
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(m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 6.85 min (método A).
EJEMPLO 26

[606] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 11-20R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracién de compuestos en la FIGURA 2.

[607] (1S,2S5,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-8-(2-{[ (4-
metoxifenil)metilj(metil)amino}acetil)-9,13-dimetil-6-propil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.0131%icosa-14,17-dien-16-ona; 4acido trifluoroacético (11-
20R/S)

[608] A una solucién de compuesto 9B (0.54 g, 1.0 mmol) en acetonitrilo (10 mL) se
afiadieron N-PMB-metilamina (0.30 g, 2.0 mmol) y carbonato de potasio (0.28 g, 2.0 mmol)
a temperatura ambiente sucesivamente. La mezcla de reaccién se agité a 70 °C durante la
noche. Después de enfriarse, la mezcla se diluyé con DCM vy se filtr6. El filtrado se
concentrd in vacuo y el residuo se purificO mediante cromatografia instantdnea (acetato de
etilo al 10-90% en éter de petroleo) para proporcionar el compuesto crudo (11-20R/S) (0.20
g, rendimiento del 33%) como un soélido blanco. El producto crudo (30 mg) se purificd
adicionalmente mediante prep-HPLC (método A) para proporcionar compuesto puro (11-
20R/S) como un soélido blanco (12 mg, rendimiento del 13%). ESI m/z: 600 (M + H)". 'H
NMR (500 MHz, MeODg4) & 7.50-7.43 (m, 2H), 7.34 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 6.39-6.30 (m, 2H), 5.56 (ddd, J = 48.5, 10.7, 6.5 Hz, 1H), 5.24-5.21 (m, 1H), 4.94-4.92
(m, 1H), 4.64-4.53 (m, 1H), 4.38-4.16 (m, 4H), 3.86 (s, 3H), 2.92-2.91 (m, 3H), 2.76-2.56 (m,
1H), 2.39-2.31 (m, 1H), 2.28-2.09 (m, 2H), 1.97 (td, J = 13.2, 7.8 Hz, 1H), 1.78-1.23 (m,
10H), 1.08-0.88 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencién: 7.81 min (método
A).

EJEMPLO 27

[609] Este ejemplo demuestra un método para hacer los compuestos 11-21R/S en la
Tabla 1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 2.

[610] (1S,2S5,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-8-
[2-(metilamino)acetil]-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*®.01318icosa-14,17-dien-16-
ona; acido trifluoroacético (11-21R/S)

[611] A los compuestos 11-20R/S (30 mg, 0.053 mmol) en un vial de 4 mL con tapon
de rosca, se afadieron carbonocloridato de 1-cloroetilo (1 gota) y cloroformo (0.4 mL). La
mezcla se agitd a 70 °C durante 2 horas hasta que el material de partida se consumio

mediante TLC. Después de enfriarse a temperatura ambiente, a la mezcla se afiadio
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metanol (1.5 mL). La mezcla se agit6 a 70 °C durante 1 h hasta que se completd la
reaccion, lo cual se monitoreé mediante TLC y LCMS. Los compuestos volatiles se
removieron in vacuo y el residuo se purific6 mediante prep-HPLC (método A) para
proporcionar los compuestos 11-21R/S (8.0 mg, rendimiento del 28%) como un soélido
blanco. ESI m/z: 480 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, MeODy,) 6 7.34 (d, J = 10.1 Hz, 1H),
6.41-6.26 (m, 2H), 5.56 (ddd, J = 48.7, 10.0, 6.8 Hz, 1H), 5.28 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 5.23 (d, J
= 7.4 Hz, 1H), 4.47-4.41 (m, 1H), 4.34-4.30 (m, 1H), 4.07-4.00 (m, 1H), 2.82-2.54 (m, 4H),
2.43-2.09 (m, 3H), 1.96 (td, J = 13.6, 7.9 Hz, 1H), 1.81-1.34 (m, 10H), 1.10-0.85 (m, 6H)
ppm. *°F NMR (376 MHz, MeODy,) & -76.96, -166.28, -166.95, -188.80, -188.83 ppm. HPLC
Anal.: 99%, Tiempo de retencion: 6.97 min (método A).
EJEMPLO 28

[612] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 14-2 en la Tabla
1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 3.

[613] Propanoato de (1R,2S,8S,10S,11S,13S,14R,15S,17S)-1,8—difluoro-17—
hidroxi—2,13,15-trimetil-14—[2—(metilamino)acetil]-5—
oxotetraciclo[8.7.0.027.0111°|heptadeca—3,6—dien—14—ilo (14-2)

[614] La sintesis de mesilato flumetasona (12) se reportdé en Bioorg. Med. Chem.
Lett., 2015, 25, 2837-2843, cuyo contenido completo se incorpora aqui por referencia en su
totalidad para todos los propdésitos.

[615] Una solucién de 12 (82 mg crudo) en metilamina (solucion 2M en THF, 1.5 mL,
3.000 mmol) en un tubo sellado se agité a temperatura ambiente durante la noche, y luego
se calenté a 60 °C durante 3 horas hasta que se completd la reaccion. La solucién se
concentrd in vacuo y el residuo se purificé mediante prep-HPLC (acetonitrilo al 0-80% en
agua con NH4HCO; 10 mM) para obtener el compuesto 14-2 (8 mg, rendimiento del 11%
para dos etapas) como un soélido blanco. ESI m/z: 480.2 (M+H). 1H NMR (DMSO-d6, 400
MHz) & 7.27-7.25 (d, J=10.4 Hz, 1H), 6.30-6.27 (dd, J=10.4, 2.0 Hz, 1 H), 6.10 (s, 1H),
5.73-5.56 (M, 1H), 5.43-5.32 (m, 2H), 4.62—4.42 (m, 1H), 4.25-4.18 (m, 1H), 4.15 (brs, 1H),
2.87 (s, 2H), 2.70 (s, 1H), 2.60-2.56 (m, 1H), 2.36-1.90 (m, 7H), 1.49-1.35 (m, 5H), 1.10—
0.91 (m, 10H).

EJEMPLO 29

[616] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 15-5 Tabla 1.

Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 3.

[617]  (1R,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-14—[2—(4—Aminofenoxi)acetil]-1,8—
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difluoro—14,17—dihidroxi—2,13,15-trimetiltetraciclo[8.7.0.0%’.0***]heptadeca—3,6—dien-5—
ona (15-5)

[618] Etapa 1: Una mezcla de compuesto (12) (0.16 g, 0.33 mmol), 4—nitrofenol (10—
5, 92 mg, 0.67 mmol) y carbonato de potasio (92 mg, 0.67 mmol) en acetona (15 mL) se
sometié a reflujo (60 °C) durante 18 horas. Después de enfriarse hasta temperatura
ambiente, los compuestos volatiles se removieron in vacuo. El residuo se purificé mediante
cromatografia instantanea (acetato de etilo al 0-1% en éter de petrdleo) para producir un
nitro-intermedio (0.14 g, rendimiento del 79%) como un sdlido blanco. ESI m/z: 532 (M +
H)*. *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 8.20 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.10 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 6.94 (d,
J =9.0 Hz, 2H), 6.43 (br s, 1H), 6.39-6.37 (m, 1H), 5.45-5.32 (m, 1H), 5.26 (d, J = 18.0 Hz,
1H), 4.85 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.43-4.40 (m, 1H), 3.21-3.16 (m, 1H), 2.60 (s, 1H), 2.52—
2.40 (m, 2H), 2.30-2.20 (m, 2H), 2.06—1.99 (m, 1H), 1.86-1.68 (m, 3H), 1.53-1.48 (m, 2H),
1.09 (s, 3H), 0.99 (d, J = 7.0 Hz, 3H) ppm.

[619] Etapa 2: A una solucion del nitro-intermedio (0.13 g, 0.25 mmol) en una
solucion combinada de etanol (20 mL) y agua (2 mL) se afiadié polvo de hierro (0.14 g, 2.5
mmol) y luego cloruro de amonio (0.14 g, 2.5 mmol). Después de agitar a 80 °C durante 2
horas, la suspension se enfrié hasta temperatura ambiente y se filtr6 a través de Celita para
remover las sales inorganicas. El filtrado se concentr6 in vacuo y el residuo se purifico
mediante prep-HPLC (método B) para producir el compuesto 15-5 (90 mg, rendimiento del
70%) como un sélido blanco. ESI m/z: 502 (M + H)*. *"H NMR (DMSOQgs, 500 MHz) & 7.27 (d,
J =10.0 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.49 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 6.31-6.28 (m, 1H), 6.11
(s, 1H), 5.77-5.57 (m, 1H), 5.42-5.39 (m, 1H), 5.22 (s, 1H), 5.07 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 4.63
(s, 1 H), 4.59 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 4.29-4.10 (m, 1H), 2.99-2.91 (m, 1H), 2.55-2.43 (m, 3H),
2.25-2.19 (m, 3H), 1.71-1.64 (m, 1H), 1.56-1.43 (m, 5H), 1.15-1.10 (m, 1H), 0.88 (s, 3H),
0.83 (d, J = 6.0 Hz, 3H) ppm.

EJEMPLO 30

[620] Este ejemplo demuestra un método para hacer el compuesto 16-5 en la Tabla
1. Este ejemplo se refiere a la numeracion de compuestos en la FIGURA 4.

[621] (1R,2S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-14—[2—(4—-Aminofenoxi)acetil]-1—fluoro—
14,17—dihidroxi—2,13,15—trimetiltetraciclo[8.7.0.0%".0" *°|heptadeca—3,6—dien-5—ona (16-5)

[622] La sintesis de mesilato dexametasona (13) se reporté en J. Pharmacol., 172,
1360 (2015), cuyo contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad para

todos los propositos.
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[623] Una mezcla de mesilato dexametasona (13, 94 mg, 0.20 mmol), 4-nitrofenol
(10-5, 42 mg, 0.30 mmol) y carbonato de potasio (55 mg, 0.40 mmol) en acetona (10 mL)
se sometio a reflujo (60 °C) durante 3 horas y luego se concentré. El producto crudo se
concentré in vacuo y luego se purificd directamente mediante cromatografia instantanea
(acetato de etilo al 0-50% en éter de petrdleo) para producir un nitro-intermedio (0.10 g,
rendimiento del 97%) como un sélido blanco. ESI m/z: 514 (M + H)*. *"H NMR (MeODy,, 400
MHz) 6 8.23 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.43 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.31 (dd,
J =10.0 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.11 (br s, 1H), 5.41 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.96 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.34-4.30 (m, 1H), 3.13-3.06 (M, 1H), 2.79-2.72 (m, 1H), 2.57-2.41 (m, 3H), 2.32-2.26 (m,
1H), 1.94-1.90 (m, 1H), 1.82-1.75 (m, 1H), 1.62 (s, 3H), 1.62—-1.53 (m, 2H), 1.28-1.23 (m,
1H), 1.07 (s, 3H), 0.92 (d, J = 7.0 Hz, 3 H) ppm.

[624] A una solucién del nitro-intermedio (es decir, analogo de NO, en la FIGURA 4,
60 mg, 0.12 mmol) en una solucion combinada de etanol (3 mL) y agua (0.5 mL) se
afiadieron polvo de hierro (67 mg, 1.2 mmol) y luego cloruro de amonio (64 mg, 1.2 mmol).
Después de agitarse a 80 °C durante 1.5 horas, la suspensién se enfrié hasta temperatura
ambiente y se filtr6 a través de Celita para remover las sales inorganicas. El filtrado se
concentré in vacuo Yy el residuo se purificé mediante prep-HPLC (método B) para producir el
compuesto 16-5 (20 mg, rendimiento del 35%) como un solido blanco. ESI m/z: 484 (M +
H)*. *H NMR (MeODg4, 500 MHz) & 7.42 (d, J = 10.5 Hz, 1H), 6.78-6.74 (m, 2H), 6.73-6.70
(m, 2H), 6.31 (dd, J = 10.0 Hz, 2.0 Hz, 1H), 6.10 (br s, 1H), 5.08 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.71
(d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.30-4.27 (m, 1H), 3.14-3.09 (m, 1H), 2.78-2.71 (m, 1H), 2.54-2.37
(m, 3H), 2.30-2.24 (m, 1H), 1.94-1.89 (m, 1H), 1.81-1.74 (m, 1H), 1.62 (s, 3H), 1.59-1.52
(m, 2H), 1.26-1.21 (m, 1H), 1.06 (s, 3H), 0.91 (d, J = 7.5 Hz, 3H) ppm.

EJEMPLO 31

[625] Este ejemplo demuestra métodos para separar estereoisomeros de ciertos
compuestos aqui descritos.

[626] La tecnologia SFC (cromatografia de fluidos supercriticos) se utilizé para la
purificacibn de compuestos moleculares pequefios, que son térmicamente labiles,
incluyendo compuestos quirales. La SFC utilizé dioxido de carbono de fluido supercritico
como una fase mavil y adsorbente sélido unido a polimero organico como una fase
estacionaria. Con base en el diferente coeficiente de particion de los epimeros en las dos
fases, los epimeros mezclados se podrian separar ajustando la densidad de la fase movil.

El instrumento y las condiciones de la columna se describen a continuacion: Instrumento:
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SFC-80 (Thar, Waters), Columna: AD 20*250mm, 5um (Decial), Temperatura de la
columna: 35 °C, Fase movil: CO,/EtOH (amoniaco metanol al 1%)= 65/35, Tasa de flujo: 80
g/min, Contrapresion: 100 bar, Longitud de onda de deteccion: 214 nm, Tiempo de ciclo: 4.5
min, Solucion de muestra: 130 mg disueltos en 30 ml de Metanol, Volumen de inyeccion:
1.5 ml). Utilizando una columna AD-H quiral, se separaron 20 gramos de 22R/S-
budesonida para producir 8.9 gramos de R-budesonida y 8.9 gramos de S-budesonida en
un total de rendimiento de recuperacion de 89%. De modo semejante, dos epimeros del
compuesto 11-5R/S también se separaron mediante SFC. Las condiciones de separacion
detalladas se describen a continuacion en la Tabla 5.
Tabla 5: Condiciones de la separacién quiral de la

Budesonida y el Compuesto (11-5)

en la Tabla 1.

Compuesto Budesonida 11-5R/S

Instrumento SFC-200 (Thar, Waters) SFC-200 (Thar, Waters)

Columna AD-H 20*250mm, 5um SC 20*250mm, 5um
(Dacel)

Temperatura de la columna | 35 °C 35°C

Fase movil

CO; / metanol (NH,OH al
0.5%) = 70/30

CO, / metanol (NH,OH al
0.5%) = 60/40

Tasa de flujo 120 g/min 140 g/min
Contrapresion 100 bar 100 bar
Longitud de onda de |214nm 214 nm
deteccion

Tiempo de ciclo 4.0 min 5.0 min

Solucién de muestra

20 g disueltos en 130 ml

de Metanol

10 g disueltos en 130 ml

de Metanol

Volumen de inyeccion

1.0 ml

0.5 ml

[627] Las

estructuras de

22R/S-Budesonida se

determinaron

estereoespecificamente mediante 2D-NOESY. En comparacion con los datos de NMR de
protones reportados de la 22R/S-Budesonida, se determiné que el primer compuesto de la
SFC quiral es el epimero R, mientras que se determiné que el segundo es el epimero S. La
configuracion en C** influencia las resonancias magnéticas de los protones vecinos. Un
doblete doble con Jiggn-15pn = 5.0 HZ Y Jiepn-1san = 2.5 Hz Se observaron en el espectro S,
que resulté de una repulsion estérica del sustituyente 22—propilo que desprotege el proton

C'® en el epimero S. Este efecto no se observa en el epimero R. El protén C? en el epimero
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desproteccién del protén C? en el epimero S debido a una repulsién estérica entre el

sustituyente 17(3-cetol y la cadena 22f3-propilo en el epimero S. De modo semejante, el

protén C*? en el epimero R fue protegido por efecto de anisotropia del grupo carbonilo C20

en el epimero 22R. Los cambios quimicos de detalles se describen a continuaciéon en la

Tabla 6.
Tabla 6
Protones Cambios quimicos (ppm) en D—cloroformo
en
Epimero R | 1*¥ compuesto | Epimero S reportado 2°
reportado la SFC compuesto
de la SFC
quiral
C-1 726 (d, Ji, =726 (d, Jip, =|7.23(d, J;»,=10.1) 7.26 (d,
10.1) J1,=10.0)
C-2 6.27 (dd, J;, =16.28(dd, J;,=|6.27 (dd, J;»=10.1, J,4 | 6.27 (dd,
10.1, J,4, = 1.8) J,s =|=1.38) J1,=10.1,
Jo4=1.7)
C-4 6.03 (m) 6.03 (s) 6.02 (m) 6.02 (s)
C-11 4.4-4.6 (m) 4.42-4.60 (m) | 4.50 (m) 4.50 (br s)
C-16 4.90 (dd, Jiegn-1spn | 4.90 (d, Jiepn- | 5.16 (dd, Jiepn-158n = 5.0, | 5.23-5.11
=4.2) 15pn = 4.4) J16pH-150H = 2.5) (m)
C-18 0.92 (s) 0.92 (s) 0.99 (s) 0.99 (s)
C-19 1.45 (s) 1.44 (s) 1.45 (s) 1.46 (s)
Cc-21 450 (dd), 4.25]4.50 (m), 4.60 (dd), 4.20 (dd) 4.62 (d),
(dd) 4.26 (dd, Jo1n, | (Jo1n, v = —20.2, Jo1no10n | 4.21 (d)
(J2m, w = =202, | yw = 20.1, Jo1n- | = 4.8) (Ja1n, 1 =
J211-2104 = 4.8) 2104 = 4.3) 19.9)
C-22 4.55 (t, Jop23 = 4.2) | 4.55 (t, Jozos = | 5.16 (t, Jo223 = 4.6) 5.23-5.11
(m)
C-25 0.92 (t, Jo425 =6.7) | 0.92 (t, Joszs = | 0.91 (t, Jog25 = 7.3) 0.91 (t,
J24.25 =
7.3)

Ejemplo 32
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[628] Este ejemplo muestra métodos para hacer enlazadores y enlazador-cargas
Gtiles, en general.

[629] En la FIGURA 9 se muestran tres enfoques genéricos para hacer enlazador-
cargas Uutiles. En la FIGURA 9, R' es un esteroide amina o anilina; R" es un radical que
contiene alquino, tal como el fragmento A o B, o un radical maleimida, tal como C; R; es un
residuo de aminoacido; P es un grupo protector, tal como Fmoc o Boc; n es un entero
desde 0-11; m es un entero desde 2-4; p es un entero desde 0-5. El enfoque | forma una
amida (23) a partir de una reaccion de acoplamiento entre el esteroide amina o anilina (21,
Q = NH o NR) y un dipéptido (22) seguido por la desproteccion de N. La amina (23) se
acopl6 luego con un &cido o su éster activo (24), tal como V-5, V-7, V en la FIGURA 10,
VI-8 y VI en la FIGURA 11, y VIl en la FIGURA 12, para generar los enlazador—cargas
utiles (25). El enfoque Il forma una amida (28) a partir de una reaccion de acoplamiento
entre un 4cido o su éster activo (26) y VC-pAB (27) seguido por la desproteccion de N. El
compuesto 28 se convirtio luego a su derivado de PNP que reaccion6 adicionalmente con
21 para generar el carbamato de enlazador-carga util (29). El enfoque Il forma un
carbamato (30) a partir de dipéptido—pAB—PNP protegido en N (19) y el esteroide amina o
anilina (21), seguido por la desproteccion de N; el radical amina en 30 se acoplé luego con
un acido o su éster activo (26) para generar 29.

EJEMPLO 33

[630] Este ejemplo demuestra métodos para hacer el enlazador DIBAC-Suc—NHS
(V). El siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 10.

[631] Véase métodos en J. Org. Chem., 2010, 75, 627-636 que se incorporan por
referencia en este documento en su totalidad para todos los propésitos.

[632] Etapa 1: N-[Triciclo[9.4.0.0%*®|pentadeca-1(11),3,5,7,9,12,14-heptaen—2—
iliden]hidroxilamina (V-2): Una mezcla de dibenzosuberenona (V-1) (21 g, 0.10 mol) y
clorhidrato de hidroxilamina (9.3 g, 0.14 mol) en una solucién combinada de etanol absoluto
(100 mL) y piridina (200 mL) se agité y se sometié a reflujo durante 15 horas. La TLC
mostré que el material de partida se consumié (TLC: metanol al 5% en cloruro de metileno).
Después de enfriarse a por debajo de 25 °C, la mezcla de reaccion se diluy6 con cloruro de
metileno (500 mL) y la solucién resultante se lavé con HCI acuoso (ac.) (1IN, 3 x 200 mL) y
luego con salmuera (200 mL). La solucion orgénica se secé sobre sulfato de sodio y se
concentrd in vacuo para producir V-2 crudo (22 g, rendimiento crudo del 98%) como un

sélido marrén claro. ESI m/z: 222.1 (M + H)".
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[633] Etapa 2: 2—Azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—1(16),4(9),5,7,10,12,14—hepteno
(V=3): A una solucién de la oxima (V-2) (5.5 g, 25 mmol) en cloruro de metileno seco (aqui
también diclorometano o DCM) (150 mL) a -5 °C se afiadi6 DIBAL-H (1 M en tolueno, 250
mL) a gotas mientras se mantenia la temperatura por debajo de -5 °C. Luego, la reaccién
se agitdé a temperatura ambiente durante la noche y luego se apag6 con una solucién de
fluoruro de sodio sélido (38 g, 0.90 mol) en agua (12 mL) a 0 °C. La lechada se agit6 a 0 °C
durante otros 30 minutos y se filtré a través de Celita. La Celita se lavé a fondo con cloruro
de metileno y la solucién orgénica combinada se concentré in vacuo para producir V-3 (4.6
g, rendimiento del 89%) como un sélido amarillo. ESI m/z: 222.1 (M + H)".

[634] Etapa 3: Acido 4-[2—azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—1(16),4(9),5,7,10,12,14—
heptaen—2—il]-4—oxobutanoico (V-5): A una solucién de (V-3) (5.0 g, 24 mmol) en cloruro
de metileno (50 mL) se afiadieron DIPEA (3.1 g, 24 mmol) y luego anhidrido succinico (V-4,
2.9 g, 29 mmol). La mezcla se agitdé luego a temperatura ambiente durante 4 horas, se
apago con bisulfato de sodio ac. (1N, 100 mL) y se extrajo con cloruro de metileno (3 x 100
mL). La solucién organica combinada se lavo con agua (100 mL) y luego con salmuera (100
mL), se secd sobre sulfato de sodio y se concentro in vacuo para proporcionar (V-5) (7.7 g,
rendimiento del 95%) como un sélido blanco, que se utilizé sin purificacion adicional. ESI
m/z: 308.2 (M + H)".

[635] Etapa 4: Acido 4—{10,11-dibromo—2-azatriciclo[10.4.0.0*°lhexadeca—
1(16),4(9),5,7,12,14—hexaen—2-il}—-4—oxobutanoico (V-6): Una solucion de (V-5) (15 g, 49
mmol) en cloruro de metileno (200 mL) se enjuag6 con nitrégeno y se enfrio a 0 °C. A la
solucion se afadid bromo liquido (23 g, 0.14 mol) a gotas a 0 °C mediante jeringa. La
reaccion se agitd a esta temperatura durante 2 horas y la TLC mostré que la reaccion se
habia completado (TLC: metanol al 10% en cloruro de metileno). La mezcla de reaccion se
diluyé con cloruro de metileno (50 mL) y se dejé calentar a temperatura ambiente. La
solucion orgénica se lavd con sulfito de sodio ac. saturado (sat.) (3 x 50 mL), agua (50 mL)
y luego con salmuera (50 mL), se seco sobre sulfato de sodio y se concentré in vacuo para
producir (V-6) (13 g, rendimiento crudo del 99%) como un sélido blanquecino. ESI m/z:
467.9 (M + H)". *H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.71 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 7.25-7.01 (m, 6H),
6.94-6.88 (m, 1H), 5.90 (d, J = 9.6 Hz, 1H), 5.84-5.79 (m, 1H), 5.25-5.25 (m, 1H), 4.24—
4.10 (m, 1H), 2.87-2.80 (m, 1H), 2.68-2.47 (m, 3H) ppm.

[636] Etapa 5: Acido 4—{2-azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—1(16),4(9),5,7,12,14—

hexaen—10—in—2—-il}—-4—oxobutanoico (V-7): Una solucion de (V-6) (5.0 g, 11 mmol) en THF
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anhidro (50 mL) se enfrié a —40 °C con un bafio de hielo seco/acetonitrilo y a la solucion se
afiadié a gotas una solucion de ter-butanolato de potasio en tetrahidrofurano (1N, 37 mL, 37
mmol) bajo atmdésfera de argon. La mezcla de reaccion se agité a esta temperatura durante
media hora después de la adicion. La TLC mostré que la reaccién se habia completado
(TLC: metanol al 10% en cloruro de metileno). La mezcla de reaccién se dejé calentar a
temperatura ambiente y se apag6 con bisulfato de sodio ac. (IN) a pH 1. La mezcla se
extrajo con cloruro de metileno (3 x 50 mL). La solucion organica combinada se lavé con
agua (50 mL) y luego con salmuera (50 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré
in vacuo para producir el compuesto (V-7) (2.7 g, rendimiento del 95%) como un sélido
blanquecino. ESI m/z: 306.1 (M + H)*. *H NMR (DMSOgs, 500 MHz): 4 11.98 (s, 1H), 7.67—
7.29 (m, 8H), 5.02 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 3.61 (d, J = 14.5 Hz, 1H), 2.61-2.56 (m, 1H), 2.32—
2.27 (m, 1H), 2.21-2.16 (m, 1H), 1.80-1.76 (m, 1H) ppm.

[637] Etapa 6: Acido 4—{2-azatriciclo[10.4.0.0*]hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15—
hexaen—10—in—2—il}—-4—oxobutanoico (V): A una solucion de &cido (V-7) (50 mg, 0.16 mmol)
en cloruro de metileno (10 mL) se afadieron subsiguientemente N-hidroxisuccinimida
(HOSu, 28 mg, 0.24 mmol) y clorhidrato de N—(3—dimetilaminopropil)-N'—etilcarbodiimida
(EDCI, 47 mg, 0.24 mmol). Después de agitarse a temperatura ambiente durante la noche,
la mezcla se lavé con agua y luego con salmuera, se sec6 sobre sulfato de sodio y se
concentrd in vacuo para producir el intermedio V, que se utilizé para la siguiente etapa
directamente. ESI m/z: 403.0 (M + H)".

EJEMPLO 34

[638] Este ejemplo demuestra métodos para hacer el enlazador DIBAC-Suc—PEG,—
acido/NHS (VI). El siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 11.

[639] Etapa 1: Ter—butil-1-hidroxi—3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15—oato (VI-3): A
una solucion de tetraetilenglicol (VI-1, 58 g, 0.30 mol) en THF seco (200 mL) se afiadio
sodio (0.12 g) y la mezcla se agitdé hasta que se consumio el sodio. A la solucion resultante
se afiadié luego acrilato de ter-butilo (VI-2, 13 g, 0.10 mol) en THF seco (50 mL) a gotas, y
la mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se
apago con acido acético (0.1 mL) primero y luego con agua (0.5 mL), y la mezcla resultante
se agité a temperatura ambiente durante media hora, y luego se extrajo con acetato de etilo
(3 x 200 mL). La solucion organica combinada se lavo con agua (30 mL) y luego con
salmuera (3 x 100 mL), se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré para producir

el producto (VI-3, 26 g, rendimiento del 81%) como aceite incoloro. ESI m/z: 340 (M + 18)".
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[640] Etapa 2: 1-(Metanosulfoniloxi)—3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15-oato de ter—
butilo (VI-4): A una solucion de (VI-3) (26 g, 81 mmol), trietilamina (12 mL, 89 mmol) en
cloruro de metileno (150 mL) en un bafio de hielo-agua se afiadié una solucién de cloruro
de metanosulfonilo (10 g, 89 mmol) en DCM (50 mL) a gotas. La mezcla se agitd6 a
temperatura ambiente durante 14 horas, y luego se concentré in vacuo. El residuo se
mezclé con agua (30 mL) y luego se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 mL). La capa
organica combinada se lavé con salmuera (3 x 100 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio, se
filtrd y se concentro in vacuo para producir el producto deseado (VI-4) (31 g, rendimiento del
95%) como aceite amarillo claro. ESI m/z: 418 (M + 18)".

[641] Etapa 3: 1-Azido-3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15—oato de ter—butilo (VI-5):
A una solucion de (VI-4) (27 g, 67 mmol) en DMF (70 mL) se afiadi6 azida de sodio (6.6 g,
0.10 mol), que luego se agitd a 80 °C durante 4-16 horas. Después de enfriarse a
temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con acetato de etilo (3 x 150 mL). La solucion
combinada se lavé con agua (30 mL) y luego con salmuera (3 x 100 mL), se secé sobre
sulfato de sodio, se filtrd y se concentré in vacuo. El producto crudo se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (éter de petrdleo/acetato de etilo (con metanol al
1% a 2%)= 4/1) para producir (VI-5) (18 g, rendimiento del 67%) como aceite incoloro. ESI
m/z: 365 (M + 18)".

[642] Etapa 4: 1-Amino-3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15—-oato de ter—butilo (VI-6):
A una solucién de (VI-5) (1.5 g, 4.3 mmol) en acetato de etilo (20 mL) se afiadié6 Pd/C
hamedo (10%, 0.15 g) bajo nitr6geno. La mezcla se enjuag6 luego con hidrogeno y se agitd
a temperatura ambiente bajo un globo de hidrogeno durante la noche. La mezcla se filtré
luego a traves de Celita. El Celita se lavé con acetato de etilo (10 mL). El filtrado combinado
se concentré in vacuo para producir (VI-6) crudo (1.4 g) como un aceite amarillo claro, que
se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional. ESI m/z: 322 (M + H)".

[643] Etapa 5: Acido 1-amino—3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15-oico (VI-7): A una
solucion de (VI-6), obtenida anteriormente (1.4 g) en cloruro de metileno (10 mL) se afadio
TFA (5 mL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una hora. Los compuestos
volatiles se removieron in vacuo para producir el producto crudo (VI-7) como su sal de TFA
(1.6 g) como aceite amarillo, que se utilizé para la siguiente etapa sin purificacion adicional.
ESI m/z: 266 (M + H)*.

[644] Etapa 6: Acido 1—(4—{2—azatriciclo[10.4.0.0*°|hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15—

hexano—10—in—2—-il}-4—oxobutanamido)-3,6,9,12—tetraoxapentadecan-15-oico (VI-8): A
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una mezcla de &cido 4—{2-azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen—
10—in—2—il}-4—oxobutanoico (V en la FIGURA 11, 1.0 g, 2.5 mmol) y (VI-7) (0.91 g, 2.5
mmol) en DMF (10 mL) se afadio trietilamina (0.50 g, 5.0 mmol). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche. La mezcla se purificd directamente mediante
cromatografia instantanea de fase inversa (acetonitrilo al 0-100% en agua (NH;HCO; 10
mM)) para producir el (VI-8) (1.0 g, rendimiento del 74% en 3 etapas a partir de VI-5) como
aceite marron. ESI m/z: 553.3 (M + H)*. 'H NMR (MeODy4, 400 MHz): & 7.65 (d, J = 7.2 Hz,
1H), 7.64—7.58 (m, 1H), 7.49—7.42 (m, 3H), 7.40-7.30 (m, 2H), 7.28-7.22 (m, 1H), 5.12 (d, J
= 13.6 Hz, 1H), 3.75-3.68 (m, 3H), 3.63-3.50 (m, 12H), 3.50-3.39 (m, 2H), 3.25 (t, J = 5.6
Hz, 2H), 2.76-2.66 (m, 1H), 2.52 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.41-2.30 (m, 1H), 2.21-2.14 (m, 1H),
2.03-1.93 (m, 1H) ppm.

[645] Etapa 7: 1—(4—{2—azatriciclo[10.4.0.0"°|hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15—
hexano—10—in—2—-il}-4—oxobutanamido)-3,6,9,12—tetraoxapentadecan-15-oato de 2,5-
dioxopirrolidin—1—ilo (VI): A una solucién de (VI-8) (40 mg, 72 umol) en cloruro de metileno
(10 mL) se afadi6 posteriormente HOSu (1-hidroxipirrolidina—2,5—diona, 12 mg, 0.11 mmol)
y EDCI (21 mg, 0.11 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche y
luego se diluyé con cloruro de metileno (50 mL). La solucién organica se lavé con agua (50
mL) y luego con salmuera (50 mL), se secé sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentro in
vacuo para generar el intermedio (VI), que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. ESI m/z: 650 (M + H)*. *"H NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.70 (m, 1H), 7.66 (m, 1H),
7.55—7.47 (m, 3H), 7.38-7.24 (m, 4H), 6.33 (br s, 1H), 5.13 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 3.83-3.78
(m, 1H), 3.66-3.60 (m, 13H), 3.47-3.35 (m, 2H), 2.99-2.82 (m, 6H), 2.51-2.43 (m, 2H),
2.20-1.89 (m, 4H) ppm.

EJEMPLO 35

[646] Este ejemplo demuestra métodos para hacer Acido 1—((1R,8S,9s)-
biciclo[6.1.0]non—4—in—9—il)-3-0x0-2,7,10,13,16—pentaoxa—4—azanonadecan—19—oico
(BCN-PEG,—Acido, VII). El siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 12.

[647] A una solucion de intermedio VII-1 (0.10 g, 0.33 mmol) en tetrahidrofurano
(THF) (5 mL) se afadieron posteriormente diisopropiletiiamina (0.17 g, 1.3 mmol),
intermedio (VI-7) (89 mg, 0.33 mmol), y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt, 43 mg, 0.33 mmol).
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. Después de filtrarse para
remover el sélido insoluble y concentrarse in vacuo, la mezcla de reaccion se purificd

directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir BCN-PEG,-acido (VII) (25 mg,
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rendimiento del 17%) como aceite incoloro. *H NMR (CDCl;, 400 MHz): & 5.07 (br s, 1H),
4.14 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.70-3.55 (m, 14H), 3.40-3.31 (m, 2H),
2.58 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.30-2.19 (m, 6H), 1.61-1.52 (m, 2H), 1.43-1.32 (m, 1H), 1.0-0.92
(m, 2H) ppm.

EJEMPLO 36

[648] Este ejemplo demuestra métodos para hacer carbonato de {4—[(2S)-2—[(2S)-
2—[1-(4—{2—azatriciclo[10.4.0.0*°|hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15—-hexaen—10—in—2—il}-4—
oxobutanamido)-3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15—amido]-3—-metilbutanamido]-5—
(carbamoilamino)pentanamidolfenil}metil 4—nitrofenilo (DIBAC-Suc—-PEG,—VC—-pAB-PNP,
VIII). El siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 13.

[649] 1—(4—{2-azatriciclo[10.4.0.0"°lhexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15-hexano—10—in—
2—il}-4—oxobutanamido)-N-[(1S)-1—{[(1S)—4—(carbamoilamino)-1—{[4—
(hidroximetil)feniljcarbamoil}butiljcarbamoil}-2—metilpropil]-3,6,9,12—tetraoxapentadecan—
15—amida (VIII-3)

[650] Etapa 1: A una solucién de compuesto (VIII-1) (300 mg, 0.54 mmol) y
compuesto (VIlI-2, 205 mg, 0.54 mmol) en DMF (10 mL) se afiadieron HATU (309 mg, 0.81
mmol) y luego DIEA (140 mg, 1.08 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas. Después de filtrarse para remover el sdlido insoluble y concentrarse in
vacuo, la mezcla de reaccion se purificd directamente mediante instantdnea inversa
(NH4HCO3; como amortiguador) y se obtuvo un sélido blanco (VIII-3) (300 mg, 60%). ESI
m/z: 617 (M+1).

[651] Carbonato de {4—[(2S)-2—-[(2S)—2—-[1—(4—{2—azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca—
1(12),4(9),5,7,13,15-hexano—10-in—2—il}-4—oxobutanamido)—3,6,9,12—
tetraoxapentadecan—15—-amido]-3—metilbutanamido]-5-
(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metil 4—nitrofenilo (VIII)

[652] Etapa 2: A una solucién de (VIII-3) (150 mg, 0.16 mmol) y (VIII-4) (150 mg,
0.49 mmol) en DMF (10 mL) se afiadié DIEA (63 mg, 0.49 mmol). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas. Después de filtrarse para remover el sélido insoluble
y concentrarse in vacuo, la mezcla de reaccion se purifico directamente mediante
cromatografia instantdnea inversa (NH;HCO3; como amortiguador) y se obtuvo (VIIl) como
un sélido amarillo (50 mg, 28%). ESI m/z: 1079 (M+1).

EJEMPLO 37

[653] Este ejemplo demuestra métodos para hacer Enlazador—Carga util (LP1). El
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siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 14.

[654] Ter-Butil N—[(1S)-1—-({4-{(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—8—
(2-hidroxiacetil)-9,13—dimetil-16—ox0-5,7—dioxapentaciclo[10.8.00*°.0*®.0'**®]icosa—
14,17—dien—6—il]fenil}carbamoil)etiljcarbamato (31)

[655] Etapa 1: Una mezcla de Boc-Ala-OH (0.20 g, 0.42 mmol), DIPEA (0.12 g, 0.84
mmol) y HATU (0.24 g, 0.63 mmol) en DMF (5 mL) se agit6 a 23 °C durante 30 minutos. A
la solucién se afiadio luego el compuesto 7-1R (87 mg, 0.46 mmol). Después de agitarse a
23 °C durante otras 2 horas, la mezcla se purificé directamente mediante prep-HPLC
(método B) para producir el compuesto 31 (0.11 g, rendimiento del 40%) como un soélido
blanco. ESI m/z: 651 (M + H)".

[656]  (2S)-2—Amino—N—{4—[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—8—(2—
hidroxiacetil)—9,13—dimetil-16—ox0-5, 7-dioxapentaciclo[10.8.00%°.0*%.0**'®icosa—14,17—
dien—6-illfenil}propanamida (32)

[657] Etapa 2: A una solucion de compuesto 31 (0.10 g, 0.15 mmol) en cloruro de
metileno (3 mL) se afiadié TFA (0.3 mL) a gotas. La mezcla se agité a 23 °C durante una
hora y los compuestos volatiles se removieron in vacuo para producir (32) crudo (83 mg)
como un aceite, que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional. ESI m/z: 551
(M + H)".

[658] Ter-Butil N—(1S)-1-{[(1S)-1-({4-[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11—-
hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil-16—0x0—5,7—
dioxapentaciclo[10.8.00*°.0*%.0"**®|icosa—14,17—dien—6-il]fenil}carbamoil)etillcarbamoil}—2—
metilpropillcarbamato (33)

[569] Etapa 3: Una mezcla de (32) (83 mg, 0.15 mmol), trietilamina (31 mg, 0.31
mmol) y Boc-Val-NHS (58 mg, 0.19 mmol) en DMF (5 mL) se agité 23 °C durante 4 horas y
la mezcla de reaccién se purificé directamente mediante prep-HPLC (método B) para
producir (33) (52 mg, rendimiento del 20% en 2 etapas) como un sélido blanco. ESI m/z:
750 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOg) & 10.00 (s, 1H), 8.07 (d, J =7.0 Hz, 1H), 7.58 (d,
J = 8.5 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 9.0 Hz, 1H),
6.16 (dd, J = 1.5, 10.0 Hz, 1H), 5.91 (s, 1H), 5.38 (s, 1H), 5.08 (t, J = 6.5Hz, 1H), 4.92 (d, J =
5.1 Hz, 1H), 4.78 (d, J =3.0 Hz, 1H), 4.55-4.46 (m, 1H), 4.42 (t, J = 7.0Hz, 1H), 4.29 (s, 1H),
4.21-4.14 (m, 1H), 3.82 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 2.65-2.52 (m, 1H), 2.37-2.25 (m, 1H), 2.18-2.06
(m, 1H), 2.04-1.88 (m, 2H), 1.85-1.57 (m, 5H), 1.40 (s, 3H), 1.37 (s, 9H), 1.29 (d, J = 7.0

Hz, 3H), 1.15-0.98 (m, 2H), 0.96-0.76 (m, 9H) ppm.



10

15

20

25

30

218

[660] (2S)—2—Amino—N—[(1S)-1-({4-[(1S,2S,4R 6R,8S,95,11S,12S,13R)-11—
hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil-16—0x0-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.00>°.0%.0"**®|icosa—14,17—dien—6-il]fenil}carbamoil)etil]-3—
metilbutanamida (349)

[661] Etapa 4: A una solucién de compuesto 33 (50 mg, 67 pumol) en cloruro de
metileno (3 mL) se afiadié TFA (0.3 mL) a gotas, que luego se agitdé a 23 °C durante una
hora. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo para producir el compuesto 34g
crudo (42 mg) como un aceite, que se utilizé en la siguiente etapa sin purificacién adicional.
ESI m/z: 650 (M + H)".

[662] 1—(4—{2—Azatriciclo[10.4.0.0*%hexadeca—1(12),4(9),5,7,13,15—-hexano—10—in—
2—il}—4—oxobutanamido)-N—[(1S)-1—{[(1S)-1—({4—[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,115,12S,13R)-11—
hidroxi—8—(2—hidroxiacetil)-9,13—dimetil-16—0x0-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.00*°.0*%.0"**®|icosa—14,17—dien—6-il]fenil}carbamoil)etillcarbamoil}—2—
metilpropil]-3,6,9,12—tetraoxapentadecan—15—amida (LP1)

[663] Etapa 5: Una solucion de DIBAC-suc-PEG,—OH (VI-8, 41 mg, 74 pmol),
DIPEA (24 mg, 0.19 mmol) y HATU (47 mg, 0.12 mmol) en DMF (5 mL) se agit6 a 23 °C
durante 30 minutos, y luego se afiadio (34g) (40 mg, 62 pumol). Después de agitarse a 23 °C
durante otras 2 horas, la mezcla de reaccion se purificé directamente mediante prep-HPLC
(método B) para producir LP1 (33 mg, rendimiento del 44% en 2 etapas) como un solido
blanco. ESI m/z: 1185 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOgs) & 9.97 (s, 1H), 8.18 (d, J = 6.5
Hz, 1H), 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.75 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.63—7.56
(m, 3H), 7.53-7.41 (m, 3H), 7.42 7.27 (m, 6H), 6.19-6.14 (m, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.38 (s, 1H),
5.08 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 4.92 (d, J = 5.1 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 3.0
Hz, 1H), 4.55-4.46 (m, 1H), 4.42 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.29 (s, 1H), 4.21-4.14 (m, 2H), 3.63—
3.55 (m, 3H), 3.50-3.40 (m, 12H), 3.32-3.26 (m, 2H), 3.10-3.05 (m, 2H), 2.65-2.52 (m, 2H),
2.48-2.48 (m, 2H), 2.40-2.25 (m, 3H), 2.18-2.06 (m, 1H), 2.04-1.88 (m, 3H), 1.85-1.57 (m,
5H), 1.40 (s, 3H), 1.28 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 1.15-0.98 (m, 2H), 0.96—0.84 (m, 6H), 0.84-0.80
(d, J=7.0 Hz, 3H) ppm.

EJEMPLO 38

[664] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP2). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 15.

[665] N-[(1S)-1-{[(1S)-4—(Carbamoilamino)-1-[(4—{2—

[(AR,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1,8—difluoro—14,17-dihidroxi—2,13,15—-trimetil-5—
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oxotetraciclo[8.7.0.0>"0'"**|heptadeca—3,6—dien—14—il]-2—
oxoetoxi}fenil)carbamoil]butiljcarbamoil}-2—metilpropiljcarbamato de ter—butilo (34e)

[666] Procedimiento general C : A una solucién de Boc-Val-Ala-OH o Boc-Val-Cit-
OH (1.0 equiv.) en un solvente organico (tal como DCM o DMF) se afadieron una base (tal
como DIPEA) (2.0 equiv.) y HATU (1.2 equiv.) a 20-25 °C. La mezcla se agit6 a 20-25 °C
durante 30 minutos, seguido por la adicién de una anilina (1.1 equiv.). La mezcla se agit6
adicionalmente durante 16 horas hasta que el péptido se consumi6 de acuerdo con LCMS.
A la mezcla de reaccion se afiadio luego TFA (0.05 mL por 10 mg de péptido). La mezcla se
agité a 20-25 °C durante otra hora. Los compuestos volatiles se removieron bajo presion
reducida y el residuo se purificéd directamente mediante prep-HPLC (método B).

[667] Etapa 1: A una solucién de Boc-VC (VC es Val-Cit) (67 mg, 0.18 mmol) en
DMF (3 mL) se afadieron HATU (68 mg, 0.18 mmol) y NMM (30 mg, 0.30 mmol), y la
solucion resultante se agité a 23 °C durante 10 minutos. A la mezcla de reaccion se afiadid
luego el compuesto 15-5 (75 mg, 0.15 mmol). Después de agitarse a 23 °C durante la
noche, la mezcla de reaccion se vertié en acetato de etilo (80 mL), se lavé con salmuera y
luego se seco sobre sulfato de sodio anhidro. La solucion organica combinada se concentrd
in vacuo y el residuo se purific6 mediante cromatografia instantanea (metanol al 0-10% en
cloruro de metileno) para producir (34e) (0.12 g, rendimiento del 89%) como un solido
blanco. ESI m/z: 858 (M + H)". *"H NMR (MeODyg4, 500 MHz) & 7.54-7.47 (m, 2H), 7.36 (d, J
= 10.0 Hz, 1H), 6.90-6.87 (m, 2H), 6.34 (dd, J = 10.0, 1.5 Hz, 1H), 6.31 (s, 1H), 5.63-5.50
(m, 1H), 5.20 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.80 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.54—-4.47 (m, 1H), 4.32—4.30
(m, 1H), 3.92-3.81 (m, 1H), 3.23-3.11 (m, 3H), 2.65-2.52 (m, 1H), 2.43-2.32 (m, 3H), 2.11—
1.99 (m, 1H), 1.79-1.58 (m, 9H), 1.46—1.24 (m, 11H), 1.06 (s, 3H), 1.00-0.92 (m, 9H) ppm.

[668] Biciclo[6.1.0]non—4—in—9—ilmetil N—(14—{[(1S)-1—{[(1S)-4—(carbamoilamino)—
1-[(4—{2-[(1R,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1,8—difluoro—14,17—dihidroxi—2,13,15—
trimetil-5—oxotetraciclo[8.7.0.0%"0'**|heptadeca—3,6—dien—14—il]-2—
oxoetoxitfenil)carbamoil]butillcarbamoil}-2—metilpropillcarbamoil}-3,6,9,12—
tetraoxatetradecan—1—il)carbamato (LP2)

[669] Etapa 2: A una solucién de compuesto intermedio 34e (25 mg, 29 pmol) en
cloruro de metileno (2 mL) se afiadi6 TFA (1 mL) y la mezcla resultante se agité a 23 °C
durante una hora. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo para producir un
residuo (25 mg, ESI m/z: 758.3 (M + H)") como residuo de aceite marrén.

[670] A una solucién de BCN-PEG,-acido (VIl en la FIGURA 12, 18 mg, 41 umol) en
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DMF (2 mL) se afadieron HATU (15 mg, 41 pumol) y NMM (6.9 mg, 41 umol), y la solucion
resultante se agité a 23 °C durante media hora. A la solucién de reaccion se afiadié luego
una solucién del residuo de aceite marron obtenido anteriormente en DMF (1 mL). Después
de agitarse a 23 °C durante la noche, la mezcla se proceso y se purificé directamente
mediante prep-HPLC (método B) para producir LP2 (15 mg, rendimiento del 37%) como un
sélido blanco. ESI m/z: 1181.4 (M + H)". '"H NMR (DMSQgs, 400 MHz) (rotamero) & 9.82 y
9.37 (s, 1H), 8.39 (d, J = 8.0 Hz, 0.4H), 8.09 (d, J = 7.2 Hz, 0.6H), 8.00 (d, J = 8.0 Hz, 0.4H),
7.88 (d, J = 8.8 Hz, 0.6H), 7.55 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.49 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 10.0
Hz, 1H), 7.10 (br s, 1H), 6.80 (m, 2H), 6.29 (dd, J = 10.0, 1.0 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 5.99—
5.94 (m, 1H), 5.72-5.56 (m, 1H), 5.43-5.41 (m, 3H), 5.31 (s, 1H), 5.22 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.71 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.37-4.31 (m, 1H), 4.24-4.14 (m, 2H), 4.04 (s, 1H), 4.02 (s, 1H),
3.62-3.56 (m, 2H), 3.50-3.45 (m, 12H), 3.40-3.37 (m, 2H), 3.13-3.08 (m, 2H), 3.00-2.92
(m, 3H), 2.54-2.33 (m, 2H), 2.25-2.08 (m, 8H), 2.09-1.90 (m, 1H), 1.78-1.23 (m, 15H),
1.14-1.09 (m, 1H), 0.89-0.82 (m, 14H) ppm.
EJEMPLO 39

[671] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP3). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 15.

[672] {4—(2S)-2—[(2S)—2—Amino—3—metilbutanamido]-5—(carbamoilamino)
pentanamido]fenil} metil N-(4—{2-[(1R,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1,8—difluoro—
14,17—dihidroxi—2,13,15-trimetil-5—oxotetraciclo[8.7.0.02’0+°*|heptadeca—3,6—dien—14—il]—
2—oxoetoxilenil) carbamato (34f)

[673] Procedimiento general D : Etapa 1: A una solucion de carga util una anilina
(1.0 equiv.) en DMF se afiadieron Fmoc-vcPAB-PNP (1.1 equiv.), HOBt (1.5 equiv.) y
DIPEA (2.0 equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente
(18-30 °C) hasta que el material de partida se consumié de acuerdo con LCMS. Etapa 2: A
la mezcla de reaccién se afiadi6 piperidina (0.03 mL por 10 mg de carga util), y la mezcla se
agité a temperatura ambiente (18-30 °C) durante una hora hasta que se removio el Fmoc
monitoreado mediante LCMS. Después de filtrarse a través de membrana, la solucion de
reaccion se purificd directamente mediante cromatografia instantdnea de fase inversa o
prep-HPLC para generar el carbonato de vcPAB.

[674] Cuando se utiliz6 N-Boc-vcPAB-PNP para reemplazar Fmoc-vcPAB-PNP en la
reaccion de la Etapa 1, el carbonato de N-Boc vcPAB se obtuvo a partir de la Etapa 1.

Después de la purificacion, el carbonato de N-Boc vcPAB se volvié a disolver en DCM, y se
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tratd con TFA (concentracion de TFA < 25%) a 0 °C hasta que el Boc se removid
monitoreado mediante LCMS. La mezcla de reaccién se concentré para remover los
compuestos volatiles y el residuo resultante se purific6 mediante cromatografia o prep-
HPLC para generar el carbonato de vcPAB.

[675] A una solucién de Fmoc—vcPAB-PNP (73 mg, 96 umol) en DMF (1 mL) se
afiadieron el compuesto 15-5 (40 mg, 80 pumol), DMAP (20 mg, 0.16 mmol), HOBt (23 mg,
0.16 mmol) y DIPEA (55 mg, 0.40 mmol) sucesivamente a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccidn se agitdé a temperatura ambiente durante media hora hasta que (15-5)
se consumié totalmente de acuerdo con LCMS. (ESI: 565.3 (M + H)"). A la mezcla
resultante se afiadié luego piperidina (34 mg, 0.40 mmol) a temperatura ambiente. Después
de agitarse a temperatura ambiente durante 30 minutos mas, lo cual se monitore6 mediante
LCMS, la mezcla resultante se purificd directamente mediante cromatografia instantanea de
fase inversa (acetonitrilo al 0-30% en agua) a (34f) (50 mg, rendimiento del 69%) como un
solido amarillo palido. ESI: 907 (M + H)*

[676] N—-(14—{[(1S)-1—{[(1S)—4—(carbamoilamino)-1—{[4—({[(4—{2—
[(1R,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1,8—difluoro—14,17—dihidroxi—2,13,15—-trimetil-5—
oxotetraciclo[8.7.0.0270111°|heptadeca—3,6—dien—14—il]-2—oxoetoxi}fenil)carbamoil]
oxi}metil)fenilcarbamoil}butillcarbamoil}—2—metilpropillcarbamoil}-3,6,9,12—
tetraoxatetradecan—1—il)carbamato de biciclo[6.1.0Jnon—4—in—9—ilmetilo (LP3)

[677] Etapa 3: A una solucion de BCN-PEG,-acido (60 mg, 67 pmol) en DMF (3.6
mL) se afiadieron HATU (27 mg, 70 umol) y DIPEA (20 mg, 0.15 mmol) sucesivamente a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
media hora seguido por la adicion del compuesto (34f) (50 mg, 60 umol) en porciones. La
mezcla de reaccion se agitdé luego a temperatura ambiente durante 2 horas hasta que el
compuesto 34f se consumid totalmente de acuerdo con LCMS. Después, la mezcla de
reaccion se purifico directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir el
compuesto LP3 (36 mg, rendimiento del 54%) como un sélido blanco. ESI: 1330 (M + H)".
'H NMR (400 MHz, DMSOygs) & 10.02 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 8.14 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.89 (d,
J = 8.8 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 7.27 (d, J = 10.4 Hz, 1H),
7.11 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.33-6.26 (m, 1H), 6.10 (s, 1H), 5.98 (t, J =
5.4 Hz, 1H), 5.75-5.52 (m, 1H), 5.42 (s, 3H), 5.30 (s, 1H), 5.20 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 5.05 (s,
2H), 4.70 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 4.43-4.35 (m, 1H), 4.26-4.15 (m, 2H), 4.02 (d, J = 7.6 Hz,
2H), 3.64-3.55 (m, 2H), 3.49 (s, 11H), 3.38 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.11 (dd, J = 11.8, 5.9 Hz,
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2H), 3.05-2.88 (m, 3H), 2.44-2.31 (m, 2H), 2.28-2.08 (m, 9H), 2.02-1.90 (m, 1H), 1.76—
1.10 (m, 16H), 0.91-0.77 (m, 14H) ppm. pureza de HPLC: >99%, tiempo de retencion: 7.03
min.

EJEMPLO 40

[678] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP4). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[679] (2S)—-2—Amino-N—[(1S)-1-[(4H{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11—
hidroxi—9,13—dimetil-16—oxo—6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0%.0'**®icosa—
14,17—-dien—8-il]-2—oxoetoxi}fenil)carbamoil]etil|-3—metilbutanamida (34a)

[680] Procedimiento general E : A una solucién de Fmoc-Val-Ala-OH (1.2 equiv.) en
DMF (0.2 mL por 10 mg de péptido) se afadieron DIPEA (3.0 equiv.) y HATU (1.4 equiv.) a
20-25 °C. La mezcla se agitdé a 20-25 °C durante 5 minutos, seguido por la adicién de
anilina (1.0 equiv.). La mezcla se agitdé durante 2 horas adicionales hasta que el péptido se
consumio6 totalmente, de acuerdo con LCMS. A la mezcla de reaccion se afiadio entonces
piperidina (5.0 equiv.). La mezcla se agité a 20-25 °C durante 2 horas. Después de filtrarse
a través de membrana, la solucion de reaccion se purificé directamente mediante
cromatografia instantdnea de fase inversa (acetonitrilo al 0-100% en bicarbonato de amonio
ac. (10 mM)) o prep-HPLC (método B). ElI compuesto (34a) se obtuvo siguiendo este
Procedimiento general.

[681] Alternativamente, el compuesto (34a) se obtuvo de acuerdo con el
Procedimiento general C . A una solucion de Boc-Val-Ala-OH (0.29 g, 1.0 mmol) en cloruro
de metileno (5 mL) se afiadieron DIPEA (0.26 g, 2.0 mmol) y HATU (0.46 g, 1.2 mmol), y la
mezcla se agité a 23 °C durante 30 minutos y luego a la mezcla de reaccién se afiadio el
compuesto (11-5) (0.57 g, 1.1 mmol). Después de agitarse a 23 °C durante 16 horas
adicionales, a la mezcla de reaccion se afiadio TFA (1.5 mL) y la mezcla resultante se agito
a 23 °C durante otra hora. Los compuestos volatiles se removieron bajo presion reducida y
el residuo se purificé directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir 34a (0.17
g, rendimiento del 25% en 2 etapas) como un sélido blanco. ESI m/z: 692 (M + H)*. *H NMR
(500 MHz, DMSOgs) & 10.00 (s, 1H), 8.47 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 7.57—7.47 (m, 2H), 7.33 (d, J =
10 Hz, 1H), 6.87-6.82 (m, 2H), 6.18 (d, J = 10 Hz, 1H), 5.93 (s, 3H), 5.25-5.11 (m, 1H), 5.09
(d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.92-4.65 (m, 3H), 4.55-4.40 (m, 1H), 4.40-4.30 (m, 1H), 2.32—2.22 (m,
1H), 2.18-1.80 (m, 5H), 1.65-1.45 (m, 5H), 1.45-1.25 (m, 9H), 1.25-0.98 (m, 2H), 0.96—

0.76 (m, 13H) ppm.
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[682] N—(14—{[(1S)-1-{[(1S)-1—[(4—{2-[(15,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—11-Hidroxi—
9,13—dimetil-16—oxo—6—propil-5, 7—dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*8.0***8)icosa—14,17—dien—
8—il]l-2—oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}—2—metilpropil]carbamoil}-3,6,9,12—
tetraoxatetradecan—1—il)carbamato de biciclo[6.1.0Jnon—4—in—9—ilmetilo (LP4)

[683] Procedimiento general F : A una solucion de un BCN-PEG,—éacido o su NHS-
éster en DMF se afadieron HATU (1 eq.) y DIPEA (2.5 eq.). La mezcla se agit6 a 25 °C
durante 30 minutos, seguido por la adicion de una soluciébn de una amina. Después de
agitarse a 25 °C durante 2 horas monitoreado mediante LC-MS, los materiales de partida se
consumieron y la mezcla se purificd directamente mediante prep-HPLC para producir la
amida deseada.

[684] A una solucion de BCN-PEG,—acido (IX, 70 mg, 0.16 mmol) en DMF (8 mL) se
afiadieron HATU (66 mg, 0.17 mmol) y DIPEA (56 mg, 0.43 mmol) sucesivamente. La
mezcla se agitdé a 25 °C durante 30 minutos, seguido por la adicién de una solucién de 34a
(0.10 g, 0.15 mmol). Después de agitarse a 25 °C durante 2 horas, la mezcla se purificd
directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir LP4 (25 mg, rendimiento del
16%) como un sdlido blanco. ESI m/z = 1116 (M + H)".

[685] Utilizando el compuesto quiral 11-5R como el material de partida, se obtuvo
(R)-LP4 quiral como un solido blanco (24 mg, rendimiento del 31%) de acuerdo con el
Procedimiento general F . ESI m/z: 1115 (M + H)". '*H NMR (500 MHz, DMSOg)
(rotameros) 6 9.78 (s, 0.5H), 9.69 (s, 0.5H), 8.40 (d, J = 7.5 Hz, 0.5H), 8.15 (d, J = 7.0 Hz,
0.5H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 0.5H), 7.89 (d, J = 9.0 Hz, 0.5H), 7.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.51 (d,
J=9.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.09 (s, 1H), 6.85 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.18 (d, J =
11.4 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.10 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 4.86—4.67 (m, 4H), 4.45-4.36 (m, 1H),
4.33 (s, 1H), 4.20 (t, J = 7.5 Hz, 0.5H), 4.10 (t, J = 7.8 Hz, 0.5H), 4.03 (d, J = 8.0 Hz, 2H),
3.59 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.49-3.45 (m, 11H), 3.39 (s, 2H), 3.30 (s, 2H), 3.11 (dd, J = 11.4,
5.9 Hz, 2H), 2.47-2.43 (m, 1H), 2.38-2.12 (m, 8H), 2.03-1.83 (s, 5H), 1.62—1.51 (m, 6H),
1.42-1.24 (m, 10H), 1.02-0.94 (m, 2H), 0.90-0.82 (m, 14H) ppm. HPLC Anal.: 100%,
Tiempo de retencion: 9.49 min (método A).

EJEMPLO 41

[686] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP5). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[687] (2S)—2-[(2S)—2—-Amino—3—metilbutanamido]-5—(carbamoilamino)-N—(4—{2—

[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—9,13—dimetil-16—oxo—6—propil-5,7—
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dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**®licosa—14,17-dien—8—il|-2—oxoetoxi}fenil)pentanamida
(34c)

[688] EI compuesto 34c se obtuvo siguiendo el Procedimiento general C . Una
mezcla de Boc-vc (0.26 g, 0.50 mmol), DIPEA (0.19 g, 0.60 mmol) y HATU (0.23 g, 0.60
mmol) en DMF (10 mL) se agité a 23 °C durante 30 minutos y luego se afadié a la mezcla
11-5 (0.28 g, 0.55 mmol). Después de agitarse a 23 °C durante 16 horas, la mezcla de
reaccion se purifico directamente mediante cromatografia instantanea de fase inversa
(acetonitrilo al 0-50% en agua) para producir un crudo (ESI m/z 878 (M + H)"), que se
disolvioé en cloruro de metileno (8 mL) y se traté con TFA (3 mL). La mezcla resultante se
agité a 23 °C durante una hora. Los compuestos volatiles se removieron bajo presion
reducida y el residuo se purific6 directamente mediante prep-HPLC (método B) para
producir el compuesto 34c (0.12 g, rendimiento del 31% en 2 etapas) como un sélido
blanco. ESI m/z: 778 (M + H)". *H NMR (500 MHz, DMSOgg) & 9.97 (d, J = 12.0 Hz, 1H),
8.10 (m, 1H), 7.51 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.32 (dd, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 15.9, 9.0
Hz, 2H), 6.17 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.97 (t, J = 5.0 Hz ,1H), 5.93 (s, 1H), 5.40 (s, 2H), 5.22 (t,
J = 4.8 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.83-4.67 (m, 3H), 4.47—
4.37 (m, 1H), 4.35 — 4.29 (m, 1H), 3.05 —2.90 (m, 3H), 2.57-2.51(m, 1H), 2.30 (d, J = 12.0
Hz, 1H), 2.13-1.74 (m, 7H), 1.70- 1.46 (m, 7H), 1.45-1.29 (m, 7H), 1.17-0.93 (m, 2H),
0.91-0.82 (m, 9H), 0.77 (dd, J = 6.7, 2.7 Hz, 3H) ppm.

[689] N—-(14—{[(1S)-1-A[(1S)—4—(Carbamoilamino)-1—[(4—{2—-
[(1S,25,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-11-hidroxi—-9,13—dimetil-16—ox0o—6—propil-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0***®|icosa—14,17-dien—8—il]-2—
oxoetoxi}fenil)carbamoil]butillcarbamoil}—2—metilpropillcarbamoil}-3,6,9,12—
tetraoxatetradecan—1—il)carbamato de biciclo[6.1.0Jnon—4—in—9—ilmetilo (LP5)

[690] El LP5 se obtuvo siguiendo el Procedimiento general F . Una solucion de
BCN-PEG4-acido (IX en la FIGURA 15, 0.28 g) en cloruro de metileno (6 mL) se afiadi6 a
una mezcla de HATU (59 mg, 0.15 mmol) y DIPEA (50 mg, 0.39 mmol) en DMF (5 mL). La
mezcla de reaccion se agitd a 25 °C durante 30 minutos y se afiadioé el compuesto 34c¢ (0.10
g, 0.13 mmol) en una porcién. La mezcla resultante se agité a 25 °C durante la noche y se
purific6 directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir LP5 (35 mg,
rendimiento del 23%) como un sélido amarillo palido. ESI m/z =1202 (M + H)*. *H NMR (400
MHz, MeODy,) 0 7.61-7.43 (m, 3H), 6.87 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 6.26 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.02

(s, 1H), 5.29-5.02 (m, 2H), 4.84-4.65 (m, 2H), 4.51-4.44 (s, 2H), 4.22—4.05 (m, 3H), 3.80—



10

15

20

25

30

225

3.68 (M, 2H), 3.67-3.45 (m, 14H), 3.22-3.08 (m, 2H), 2.72-2.50 (m, 3H), 2.45-2.33 (m, 1H),
2.30-2.02 (m, 10H), 1.99-1.82 (m, 2H), 1.81-1.32 (m, 17H), 1.26-0.85 (m, 17H) ppm.
EJEMPLO 42

[691] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP6). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[692] N—(4—{2—[(1S,2S,4R,8S,95,11S,12S,13R)—11-Hidroxi—9,13—dimetil—16—oxo—
6—propil-5, 7—dioxapentaciclo[10.8.0.0>°.0*%.0'**8]icosa—14,17-dien—8—il]-2—
oxoetoxi}fenil)carbamato de {4-[(2S)—2—[(2S)—2—amino—3—metilbutanamido]-5-
(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo (34d)

[693] El compuesto 34d se prepar6 de acuerdo con el Procedimiento general D

[694] Etapa 1: A una solucion de compuesto (11-5) de la Tabla 1 (66 mg, 0.10 mmol)
en DMF (3.5 mL) se afiadieron sucesivamente Boc—vcPAB-PNP (64 mg, 0.12 mmol), HOBt
(14 mg, 0.10 mmol) y DIPEA (13.0 mg, 0.10 mmol). La mezcla de reaccion se agit6é a 13 °C
durante la noche y se purificéd directamente mediante prep-HPLC (método B) para producir
el intermedio Boc-34d (61 mg, rendimiento del 58%) como un sdlido blanco. ESI m/z:
1027.3 (M + H)*. *H NMR (MeODgs, 400 MHz) & 7.60 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.46 (d, J = 10.4
Hz, 1H), 7.38-7.33 (m, 4H), 6.87-6.83 (m, 2H), 6.26 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H),
5.26-5.03 (M, 4.2H), 4.82-4.67 (m, 1.8H), 4.54—-4.51 (m, 1H), 4.48-4.43 (m, 1H), 3.91 (d, J
= 6.4 Hz, 1H), 3.31-3.18 (m, 1H), 3.14-3.08 (m, 1H), 2.70-2.63 (m, 1H), 2.40-2.37 (m, 1H),
2.26-2.00 (m, 4H), 1.94-1.72 (m, 4H), 1.68-1.35 (m, 20H), 1.22-0.92 (m, 14H) ppm.

[695] Etapa 2: A una solucion de Boc-34d (59 mg, 58 umol) en DCM (2 mL) y MeOH
(1 mL) se afadié a gotas HCI en dioxano (4 N, 1.5 mL) a 0 °C. La mezcla se agitd luego a
temperatura ambiente (14 °C) durante 4 horas. Los compuestos volatiles se removieron in
vacuo para producir 34d (60 mg, crudo) como aceite marrén, que se utilizé directamente
para la siguiente etapa. ESI m/z: 927 (M + H)".

[696] N—(14—{[(1S)-1—{[(1S)—-4—(Carbamoilamino)—1—{[4—({[(4—{2—
[(1S,25,4R,8S,9S,11S,12S,13R)—-11-hidroxi—-9,13—dimetil-16—oxo0—6—propil-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.0.0%°.0*%.0"**®licosa—14,17-dien—8—il]-2—
oxoetoxitfenil)carbamoilloxi}metil)fenillcarbamoil}butiljcarbamoil}—-2—metilpropillcarbamoil}—
3,6,9,12—tetraoxatetradecan—1—il)carbamato de biciclo[6.1.0]non—4—in—9—ilmetilo (LP6)

[697] ElI LP6 se obtuvo como un soélido blanco (24 mg, rendimiento del 31%)
siguiendo el Procedimiento general F . ESI m/z: 1350.5 (M + H)*. '"H NMR (DMSOQyg, 400

MHz) & 10.02 (s, 1H), 9.58 (s, 1H), 8.13 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J =8.4 Hz, 1H), 7.61 (d,
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J = 8.4 Hz, 2H), 7.36—7.30 (m, 5H), 7.11 (t, J =4.8 Hz, 1H), 6.84-6.78 (m, 2H), 6.19-6.16
(m, 1H), 5.98 (t, J =5.2 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.42 (s, 2H), 5.23-5.06 (M, 4H), 4.80-4.67 (m,
3H), 4.39-4.31 (m, 2H), 4.23 (t, J =7.2 Hz, 1H), 4.02 (d, J =8.0 Hz, 2H), 3.64-3.55 (m, 2H),
3.49 (m, 12H), 3.42-3.27 (m, 3H), 3.13-2.89 (m, 4H), 2.41-2.12 (m, 9H), 2.03-1.95 (m, 2H),
1.91-1.82 (m, 2H), 1.75-1.68 (m, 1H), 1.61-1.20 (m, 16H), 1.15-0.95 (m, 2H), 0.92-0.81
(m, 15H) ppm. HPLC Anal.: 69%+31%=100%, Tiempo de retencion: 8.86 min y 8.92 min
(método B).
EJEMPLO 43

[698] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util LP7. El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[699] N-(14-{[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1S,2S.4R, 6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxi-
9,13-dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo [10.8.0.0%°.0*%.0***8licosa-14,17-dien-8-il]-
2-oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2-metilpropiljcarbamoil}-3,6,9,12-
tetraoxatetradecan-1-il)carbamato de (biciclo[6.1.0]non-4-in-9-ilmetilo (LP7)

[700] El LP7 (24 mg, rendimiento del 31% en 3 etapas a partir de 34a) se obtuvo
como un sélido blanco de acuerdo con el Procedimiento general F . ESI m/z: 1115 (M +
H)". *H NMR (500 MHz, DMSOgs) (rotdmeros) 6 9.78 (s, 0.5H), 9.69 (s, 0.5H), 8.40 (d, J =
7.5 Hz, 0.5H), 8.15 (d, J = 7.0 Hz, 0.5H), 8.01 (d, J = 8.0 Hz, 0.5H), 7.89 (d, J = 9.0 Hz,
0.5H), 7.57 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.51 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 7.32 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 7.09 (s,
1H), 6.85 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.18 (d, J = 11.4 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.10 (d, J = 18.5 Hz,
1H), 4.86-4.67 (m, 4H), 4.45-4.36 (m, 1H), 4.33 (s, 1H), 4.20 (t, J = 7.5 Hz, 0.5H), 4.10 (t, J
= 7.8 Hz, 0.5H), 4.03 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.59 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 3.49-3.45 (m, 11H), 3.39
(s, 2H), 3.30 (s, 2H), 3.11 (dd, J = 11.4, 5.9 Hz, 2H), 2.47-2.43 (m, 1H), 2.38-2.12 (m, 8H),
2.03-1.83 (s, 5H), 1.62-1.51 (m, 6H), 1.42-1.24 (m, 10H), 1.02-0.94 (m, 2H), 0.90-0.82 (m,
14H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencién: 9.47 min (método A).

EJEMPLO 44

[701] EI ejemplo también demuestra un método para hacer el Enlazador-Carga util

(LP7). EIl siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 26. Se utilizaron las siguientes

condiciones de reaccion:

Amina | Acido Etapa L mg
mg mg HATU | DIPEA DMF Temp Tiemp | % Rendi- MS
(umol) (umol) My My (mL) oy o (h) miento m/z
(pmol) | (pmol) CS)
26| 30 | VI-| 48 | 40 17 1 25 16 30 1227.6
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b [(43] 8 [ (87 ] (105) | (132) 56% | (M+H)®

[702] A una solucion de é&cido (VI-8) (1.0-2.5 equiv.) en DMF (o DCM/DMF) se
afiadieron DIPEA (1.5-10 equiv.) y HATU (2.5-4.0 equiv.) a temperatura ambiente
sucesivamente. La mezcla resultante se agito a esta temperatura durante 0.5-1 horas antes
de agregar la amina (26b) (1.0 equiv.). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante 2-16 horas hasta que la amina se consumié totalmente, segun se
monitore6 mediante LCMS. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de una membrana y el
fitrado se concentré y luego se separ6 mediante prep-HPLC (método B) para dar el
compuesto del ejemplo LP7 (rendimiento del 20-69%) como un sdélido blanco.
1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4 -
oxobutanamido)- N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi-
9,13-dimetil-16-ox0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10  .8.0.02°.0*8.02%18)icosa-14,17-dien-
8-il]-2-oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2- metilpropil]-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-amida (LP7 )

N

@
C 5, o VO; i
O wu/\/ N N N X HLH

ESI m/z: 1227.6 (M + H)".

0]

'H NMR (500 MHz, DMSOg) (rotameros) & 9.79 (s, 0.5H), 9.70 (s, 0.5H), 8.41 (d, J = 7.5
Hz, 0.5H), 8.17 (d, J = 7.0 Hz, 0.5H), 8.02 (d, J = 8.0 Hz, 0.5H), 7.89 (d, J = 8.6 Hz, 0.5H),
7.77 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 7.68 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.58 (d, J = 9.0
Hz, 1H), 7.53-7.43 (m, 4H), 7.40-7.28 (m, 4H), 6.88-6.82 (m, 2H), 6.18 (d, J = 9.1 Hz, 1H),
5.93 (s, 1H), 5.10 (d, J = 18.4 Hz, 1H), 5.03 (d, J = 14.0 Hz, 1H), 4.83-4.67 (m, 4H), 4.45-
4.29 (m, 2H), 4.23-4.17 (m, 0.5H), 4.11 (t, J = 7.7 Hz, 0.5H), 3.64-3.40 (m, 15H), 3.31-3.26
(m, 2H), 3.13-3.03 (m, 2H), 2.65-2.52 (m, 2H), 2.47-1.26 (m, 24H), 1.06-0.93 (m, 2H), 0.90-
0.80 (m, 12H) ppm.

[703] HPLC Anal.: 99%, Tiempo de retencion: 8.55 min (método B).

[704] Solubilidad: <0.1 mg/mL de agua; 0.06 mg/mL de DMSO al 20% en agua; 0.07
mg/mL de DMSO al 30% en agua.

EJEMPLO 45
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[705] Este ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga til (LP15).
El siguiente Ejemplo se refiere a las FIGURAS 27-28. Nétese que en la FIGURA 27, el
compuesto 11b es idéntico al compuesto 11-5 en la FIGURA 2.

Etapa 1: Hacer el compuesto (13b), con referenciaa la FIGURA 27.

[706] A una solucion de acido Fmoc-Val-Ala-OH (12b) en DMF se afadieron HATU
(1.0-2.8 equiv.) y TEA (2.0-5.0 equiv.) a 25 °C. Después de que la mezcla se agité a 25 °C
durante 30 minutos, se afladié mediante jeringa una solucién de amina (11b, es decir, carga
atil, 1.0 equiv.) en DMF (1 mL). La mezcla resultante se agitd a 25 °C durante 2-24 horas
hasta que la amina se consumidé en su mayor parte de acuerdo con LCMS. Luego, a la
mezcla se afiadid piperidina o dietilamina (exceso), y la mezcla se agité a 25 °C durante 1-
16 horas hasta que se removi6 totalmente el Fmoc, segin se monitore6 mediante LCMS.
La mezcla de reaccion se filtr6 a través de una membrana vy el filtrado se concentré y se
purifico directamente mediante prep-HPLC (método B) o cromatografia instantanea de fase
inversa para dar el compuesto 13b (rendimiento del 23-64%) como un sélido blanco.

Especificamente, se utilizaron las siguientes condiciones:

) Etapa 1 Etapa 2 %
R 2 -
(mmoL | (mmoL | mg | mg F | Tiem H po | cacio . e
) ) (m po(h) L h n* mient
(mm | (mm L) (mL) | (h) omg
ol) ol)
1 ?05 1 ?09 69 | A | 8322
il). 07 ﬁ 08 (C8))1 0.1 3 2 0.5 16 RP 43% (I\/M)%+
6) 8) 8)

Etapa 2: Hacer el compuesto (17a), con referenciaa la FIGURA 27.

[707] A una solucion de compuesto 13b en DMF se afiadieron HATU (1.0-2.8 equiv.)
y DIPEA o TEA (2.0-5.0 equiv.) a 25 °C. Después de que se agito la mezcla a 25 °C durante
30 minutos, se afiadi6 mediante jeringa una solucion de Fmoc-Lys-(PEG)4-COT (13c, 1.0
equiv.) en DMF (1 mL). La mezcla resultante se agit6é a 25 °C durante 2-24 horas hasta que
la amina (13b) se consumi6 en su mayor parte de acuerdo con LCMS. Luego, a la mezcla
se afiadi6 piperidina o dietilamina (exceso), y la mezcla se agité a 25 °C durante 1-16 horas
hasta que se removi6 totalmente el Fmoc, segin se monitore6 mediante LCMS. La mezcla
de reaccion se filtré a través de una membrana y el filtrado se concentré y se purificd
directamente mediante prep-HPLC (método B) o cromatografia instantdnea de fase inversa
para proporcionar el compuesto (17a) (rendimiento del 23-64%) como un sélido blanco.

Etapa 3: Hacer el compuesto (27b), con referenciaa la FIGURA 27.
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[708] A una solucion de alquino (17a) (1.0 equiv.) en DMF o DMSO se afiadié a-
ciclodextrin-azida (16a) (Véase Synth. Commun., 2002, 32(21), 3367-3372; J. Am. Chem.
Soc., 2012, 134(46), 19108-19117; J. Med. Chem., 1997, 40(17), 2755-2761; J. Am. Chem.
Soc., 1993, todo el contenido de cada una de estas publicaciones se incorpora aqui por
referencia en su totalidad para todos los propésitos, 115(12), 5035-5040) (1.5-3.0 equiv.).
La mezcla resultante se agitdé luego a 20-30 °C durante 16 horas a 3 dias hasta que el
compuesto 16a se consumié en su mayor parte y se detecté la masa intermedia deseada,
segun se monitore6 mediante LCMS. Después de la filtracion, la mezcla resultante se
purificéd directamente mediante prep-HPLC (o se utiliz6 directamente) para dar el compuesto
27b (rendimiento del 25-58%) como un sélido blanco (con regioisdbmeros de triazol).

Especificamente, se utilizaron las siguientes condiciones.

Alqr:]J;;no %f; Solvente | Temp. | Tiempo | Purifi- Rendi- m/z
(0] .7 o
(mmol) | (mmoy) | (Mb) (°C) (h) | cacién | miento
887.9
50 60 DMSO .
(0.030) | (0.06) 2) 25 48 RP-B | 46 mg, 58% (W)% +
Etapa 4: Hacer el compuesto (LP15), con referencia  ala FIGURA 28.
[709] Se utilizaron las siguientes condiciones de reaccion:
. e mg
Amina Acido HATU DIPE Temp | Tiem % MS
mg mg A DMF .
(umol) (umol) Mg mg | (mL) : -po | Rendi- m/z
(0] .
(nmol) (umol) °C) (h) miento
20 1259.1
27 | 13 | VI- 15 4.0 6.0
b | (6.0)| 8 (:iﬁ @) | ¢y | 2 | ® | 2 | 3% |M2HH)

[710] A una solucién de &cido (VI-8) (1.0-2.5 equiv.) en DMF (o DCM/DMF) se
afiadieron DIPEA (1.5-10 equiv.) y HATU (2.5-4.0 equiv.) a temperatura ambiente
sucesivamente. La mezcla resultante se agitoé a esta temperatura durante 0.5-1 horas antes
de agregar la amina (27b) (1.0 equiv.). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura

ambiente durante 2 a 16 horas hasta que la amina (27b) se consumio totalmente, segun se
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monitored mediante LCMS. La mezcla de reaccién se filtr6 a través de una membrana, el
fitrado se concentré y luego se separé mediante prep-HPLC (método B) para dar el
compuesto del ejemplo (rendimiento del 20-69%) como un sélido blanco.
1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4 -
oxobutanamido)- N-[(1R)-5-{2-[(1-{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-do decahidroxi-
10,15,20,25,30-pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,1 4,17,19,22,24,27,29-
dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.23 6,2811 21316 21821 22326]dotetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxilacetamido}-1-{  [(1S)-1-{[(1S)-1-
[(4-{2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5, 7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 '9.0*8.01*18]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2-metilpro pillcarbamoil}pentil]-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-amida (LP15)

{fwwwwwﬁﬁmg
T Q OHQS%J

%\OH
[0)
HO o OHw%X%

OH

ESI m/z: 1259.1 (M/2 + H)".
'H NMR (500 MHz, DMSOg) (rotdmeros) & 9.84 (s, 1H), 8.34 (s, 0.5H), 8.15 (d, J = 7.3 Hz,
1H), 8.04 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 7.90-7.84 (m, 1H), 7.81-7.74 (m, 1.5H), 7.72-7.56 (m, 4H),
7.56-7.27 (m, 11H), 6.89-6.79 (m, 2H), 6.17 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.64-5.44 (m,
12H), 5.24-5.00 (m, 5H), 4.86-4.51 (m, 16H), 4.40-4.16 (m, 5H), 4.05-3.96 (m, 1H), 3.86-
3.73 (m, 10H), 3.67-2.88 (m, 35H), 2.80-2.69 (M, 1H), 2.62-2.55 (m, 1H), 2.41-2.20 (m, 6H),
2.10-1.71 (m, 10H), 1.66-1.07 (m, 26H), 1.05-0.79 (m, 17H) ppm.
HPLC Anal.: 97%, Tiempo de retencién: 6.62 y 6.67 min (método B). Los tiempos de
retencién son de dos regioisomeros de triazol.
EJEMPLO 46
[711] Este ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga til (LP16).

El siguiente ejemplo se refiere a las FIGURAS 27-28. El método para hacer LP16 fue el
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mismo que el método para hacer LP15, en el Ejemplo 45 de este documento, excepto que
se utilizé una carga util diferente, como se muestra en las FIGURAS 27-28. Se utilizaron las

siguientes condiciones de reaccion:

Amin Etapa 1
" HAT 3 mg
a Acido DIPE . purifi-
mg | mg | Y| A [pmF|TeM | TEM feage | | MS
(umol | (umol) mg m (mL) P- po n endi- m/z
M) " (um ( mgo|) °C) | (h) miento
o)y | W
GV qe 80| 80 |1 g 18 | 1259.1
bl sy |8y | @D “7) 20 47% | (M/2+H)"

[712] A una solucion de acido VI-8 (1.0-2.5 equiv.) en DMF (0o DCM/DMF) se
afiadieron DIPEA (1.5-10 equiv.) y HATU (2.5-4.0 equiv.) a temperatura ambiente
sucesivamente. La mezcla resultante se agité a esta temperatura durante 0.5-1 horas antes
de agregar la amina (27b) (1.0 equiv.). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 2 a 16 horas hasta que la amina (27b) se consumio totalmente, segun se
monitore6 mediante LCMS. La mezcla de reaccion se filtré a través de una membrana y el
fitrado se concentré y luego se separ6 mediante prep-HPLC (método B) para dar el
compuesto del ejemplo (rendimiento del 20-69%) como un solido blanco.
1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0 *°Jhexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4 -
oxobutanamido)- N-[(1R)-5-{2-[(1-{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-do decahidroxi-
10,15,20,25,30-pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,1 4,17,19,22,24,27,29-
dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.23 6,2811 21316 21821 22326]dotetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}-1-{  [(1S)-1-{[(1S)-1-
[(4-{2-[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 *°.0*®.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etillcarbamoil}-2-metilpro pillcarbamoil}pentil]-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-amida (LP16)
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OH
ESI m/z: 839.5 (M/3 + H)*, 1259.1 (M/2 + H)" (60%).
'H NMR (500 MHz, DMSOg) (con regioisémero de triazol) 6 9.77-9.42 (m, 1H), 8.27-8.20
(m, 0.5H), 8.17-8.01 (m, 2H), 7.86-7.74 (m, 2.5H), 7.70-7.60 (m, 4H), 7.57-7.43 (m, 7H),
7.39-7.28 (m, 6H), 6.88-6.81 (m, 2H), 6.21-6.14 (m, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.61-5.42 (m, 10H),
5.16-4.97 (M, 4H), 4.89-4.48 (m, 17H), 4.40-4.28 (m, 4H), 4.16-4.10 (m, 1H), 4.04-3.94 (m,
1H), 3.83-3.74 (m, 7H), 3.65-3.56 (m, 9H), 3.48-3.21 (m, 23H), 3.15-3.06 (m, 4H), 2.97-2.89
(m, 1H), 2.81-2.69 (m, 1H), 2.61-2.53 (m, 2H), 2.40-2.20 (m, 6H), 2.14-2.06 (m, 2H), 2.03-
1.95 (m, 4H), 1.91-1.70 (m, 5H), 1.64-1.52 (m, 9H), 1.49-1.25 (m, 14H), 1.13-0.81 (m, 19H)
ppm.
HPLC Anal.: 98%, Tiempo de retencion: 6.61(59%) y 6.73 (39%) min (método B). Los
tiempos de retencién son de dos regioisémeros de triazol.
Solubilidad: 0.1 mg/mL de DMSO al 10% en agua.

EJEMPLO 47

[713] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP8). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[714] (2S)-2-[(2S)-2-Amino-3-metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)-N-(4-{2-
[(1S,25,4R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-0x0-6-propil-5,7-dioxapenta
ciclo[10.8.0.0%°.0*%.0'**%]icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}enil)pentanamida (34h)

[715] ElI compuesto (34h) como un soélido blanco se preparé de acuerdo con el
Procedimiento general C después de la purificacion mediante prep-HPLC (método B). ESI
m/z: 778 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOgs) 6 9.97 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 8.10 (m, 1H),
7.51 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 7.32 (dd, J = 10.1, 2.5 Hz, 1H), 6.83 (dd, J = 15.9, 9.0 Hz, 2H), 6.17

(d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.97 (t, J = 5.0 Hz ,1H), 5.93 (s, 1H), 5.40 (s, 2H), 5.22 (t, J = 4.8 Hz,
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1H), 5.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 5.09 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 4.83-4.67 (m, 3H), 4.47-4.37 (m, 1H),
4.35-4.29 (m, 1H), 3.05-2.90 (m, 3H), 2.57-2.51(m, 1H), 2.30 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 2.13-1.74
(m, 7H), 1.70- 1.46 (m, 7H), 1.45-1.29 (m, 7H), 1.17-0.93 (m, 2H), 0.91- 0.82 (m, 9H), 0.77
(dd, J=6.7, 2.7 Hz, 3H) ppm.

[716] 1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-
4-oxobutanamido)-N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1S,2S,4R 6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*# 01318]
icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2-metilpropil]-3,6,9,12-
tetraoxapentadecan-15-amida (LP8)

[717] ElI compuesto LP8 (25 mg, rendimiento del 20%) se obtuvo como un sélido
blanco de acuerdo con el Procedimiento general F . ESI m/z: 1263 (M/+H)*. *H NMR (400
MHz, DMSOQge) 6 9.79 (s, 0.7H), 9.69 (s, 0.3H),8.41 (d, J = 8.0 Hz, 0.3H), 8.16 (d, J = 8.0 Hz,
0.7H), 8.01 (d, J = 7.6 Hz, 0.3H), 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 0.7H), 7.77 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 7.70-
7.66 (m, 1H), 7.64-7.60 (m, 1H), 7.60-7.54 (m, 1H), 7.54-7.44 (m, 4H), 7.40-7.24 (m, 4H),
6.90-6.82 (m, 2H), 6.30 (dd, J = 10 Hz, 1.2 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 5.72-5.55 (m, 1H), 5.52-
5.48 (m, 1H), 5.16-5.08 (m, 1H), 5.06-5.00 (m, 1H), 4.88-4.80 (m, 1H), 4.80-4.76 (m, 1H),
4.74 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 4.42-4.33 (m, 1H), 4.26-4.06 (m, 2H), 3.64-3.54 (m, 3H), 3.50-3.40
(m, 12H), 3.12-3.02 (m, 2H), 2.70-2.55 (m, 2H), 2.40-2.20 (m, 4H), 2.12-1.90 (m, 4H), 1.86-
1.70 (m, 2H), 1.64-1.54 (m, 4H), 1.49 (s, 4H), 1.46-1.34 (m, 3H), 1.29 (d, J = 6.8 Hz, 3H),
0.90-0.80 (m, 13H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 8.26 min (método B).

EJEMPLO 48

[718] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP9). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[719] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,85,9S,11S, 12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapenta ciclo[10.8.0.02°.0*8.0131%]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamato  de  {4-[(2S)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0*°]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13, 15-hexaen-10-in-2-il}-4-oxobutanamido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-
amido]-3-metil butanamido]-5-(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo (LP9)

[720] El compuesto (34i) como un sdlido blanco se preparé de acuerdo con el
Procedimiento general D

[721] EI compuesto LP9 (20 mg, rendimiento del 22%) se obtuvo de acuerdo con el
Procedimiento general F . ESI m/z: 1499 (M + H)*. *"H NMR (400 MHz, DMSQg) & 10.02 (s,

1H), 9.59 (s, 1H),8.14 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.80-7.75 (m, 1H), 7.70-
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7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 3H), 7.53-7.45 (m, 3H), 7.40-7.28 (m, 7H), 6.84 (d, J = 9.2 Hz,
2H), 6.30 (dd, J = 10.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 6.10-6.0 (m, 1H), 5.72-5.55 (m,1H),
5.52 (s, 1H), 5.43 (s, 2H), 5.16-5.05 (m, 4H), 4.88-4.70 (m, 3H), 4.43-4.33 (m, 1H), 4.25-
4.20 (m, 2H), 3.65-3.55 (m, 3H), 3.50-3.40 (m, 12H), 3.30-3.25 (m, 2H), 3.12-2.90 (m, 4H),
2.70-2.55 (m, 2H), 2.48-2.43 (m, 1H), 2.40-2.35 (m, 1H), 2.30-2.20 (m, 2H), 2.15-1.95 (m,
4H), 1.86-1.75 (m, 2H), 1.64-1.54 (m, 5H), 1.49 (s, 4H), 1.46-1.34 (m, 4H), 1.23 (s, 2H),
0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 7.83 min (método B).
EJEMPLO 49

[722] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util (LP10). El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

[723] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Aminoacetil)-12,19-difluoro-11-
hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*%.0131%]icosa-14,17-dien-16-
ona (34))

[724] ElI compuesto 34j (80 mg, rendimiento del 64%) se obtuvo a partir del
compuesto 1-19 de acuerdo con el Procedimiento general D . ESI m/z: 871 (M + H)".
N-(44{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S, 12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-
0x0-6-propil-5,7-dioxapenta ciclo[10.8.0.02  °.0*%.013%icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxilfenil)carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0 *]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13, 15-hexaen-10-in-2-il}-4-oxobutan amido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-
15-amido]-3-metil butanamido]-5-(carbamoilamino)pen  tanamido]fenil}metilo (LP10)

[725] Siguiendo el Procedimiento general F , el compuesto (LP10) (20 mg,
rendimiento del 22%) se obtuvo a partir de la reaccion de 34j (43 mg, 50 umol) con DIBAC-
suc-PEG4-NHS éster (VI), después de la purificacion mediante prep-HPLC (método B). ESI
m/z: 1406 (M+H)*. *H NMR (DMSOgs, 500 MHz) & 9.99 (s, 1H), 8.11 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.88
(d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80-7.75 (m, 1H), 7.70-7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 3H), 7.53-7.33 (m,
6H), 7.33-7.28 (m, 3H), 6.30 (dd, J = 10.0 Hz y 1.5 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 6.10-6.00 (m, 1H),
5.72-5.55 (m, 2H), 5.41 (s, 2H), 5.05-5.01 (m, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.80-4.72 (m, 1H), 4.60-
4.58 (m, 1H), 4.43-4.33 (m, 1H), 4.25-4.10 (m, 3H), 3.88-3.80 (m, 1H), 3.65-3.55 (m, 3H),
3.50-3.40 (m, 12H), 3.30-3.25 (m, 2H), 3.12-2.90 (m, 4H), 2.70-2.55 (m, 2H), 2.48-2.35 (m,
2H), 2.30-2.20 (m, 2H), 2.15-1.95 (m, 4H), 1.86-1.65 (m, 3H), 1.64-1.54 (m, 5H), 1.49 (s,
4H), 1.46-1.34 (m, 5H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion:
7.40 min (método B).

EJEMPLO 50
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[726] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util LP11. El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 16.

N-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-
16-ox0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02  °.0*%.013%|icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)metillcarbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-
azatriciclo[10.4.0.0 *°Jhexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4 -
oxobutanamido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-amido  ]-3-metilbutanamido]-5-
(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo (LP11)

[727] El compuesto 34k (80 mg, rendimiento del 64%) se obtuvo a partir de (11-19)
de acuerdo con el Procedimiento general D

[728] Siguiendo el Procedimiento general C , el compuesto (LP11) (18 mg,
rendimiento del 31%) como un sélido blanco se obtuvo a partir de la reaccion del
compuesto (34k). ESI m/z: 756.5 (M/2 + H)". *H NMR (500 MHz, DMSOgs) 6 10.02 (s, 1H),
8.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.76(t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.72(t, J = 5.5 Hz,
1H), 7.70-7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 3H), 7.53-7.45 (m, 3H), 7.40-7.31 (m, 2H), 7.31-7.25
(m, 4H), 7.20-7.15 (m, 2H), 6.86-6.80 (m, 2H), 6.30 (dd, J = 10.4Hz, 1.6 Hz, 1H), 6.11 (s,
1H), 6.10-6.00 (m, 1H), 5.72-5.55 (m, 1H), 5.52 (s, 1H), 5.43 (s, 2H), 5.16-5.10 (m, 1H),
5.06-5.00 (M, 1H), 5.00-4.93 (m, 2H), 4.90-4.76 (m, 2H), 4.75 (t, J = 4.0 Hz, 1H), 4.43-4.33
(m, 1H), 4.25-4.20 (m, 2H), 4.12 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 3.65-3.55 (m, 3H), 3.50-3.40 (m, 12H),
3.30-3.25 (m, 2H), 3.12-2.90 (m, 4H), 2.70-2.55 (m, 2H), 2.48-2.43 (m, 1H), 2.40-2.35 (m,
1H), 2.30-2.20 (m, 2H), 2.15-1.95 (m, 4H), 1.86-1.70 (m, 3H), 1.64-1.54 (m, 5H), 1.49 (s,
4H), 1.46-1.34 (m, 4H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 99%, Tiempo de retencion:
7.89 min (método B).

EJEMPLO 51

[729] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util LP12. El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 17.

[730] Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5-tris(acetiloxi)—6—[4—formil-3—(prop—2-in—
1-iloxi)fenoxilJoxan—2—illmetilo (45)

[731] Etapa 1: La sintesis de acetato de [(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5—tris(acetiloxi)—6—
(4—formil-3-hidroxifenoxi)oxan—2—iljmetilo (43) se reportdé en Carbohydrate Research, 1986,
146, 241-249, cuyo contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad. A
una solucion de compuesto intermedio 43 (2.8 g, 6.0 mmol) en acetona (40 mL) se afiadid

simultdneamente carbonato de potasio (1.7 g, 12 mmol) y 3-bromoprop-1-ino (44, 3.5 g, 30
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mmol), y la mezcla resultante se someti6 a reflujo durante la noche. La mezcla se concentrd
luego in vacuo y el residuo se purificé mediante cromatografia instantdnea (acetato de etilo
al 0-33% en éter de petrdleo) para producir el compuesto 45 (1.9 g, rendimiento del 63%)
como un soélido marrén. ESI m/z: 507 (M + H)*. *H NMR (MeODg,, 500 MHz) & 10.26 (s, 1H),
7.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.77 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 5.51 (d, J =
8.0 Hz, 1H), 5.41 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 4.93 (t, J = 2.5 Hz, 2H), 5.23-5.19 (m, 1H), 5.14 (t, J =
9.5 Hz, 1H), 4.34-4.30 (m, 1H), 4.22-4.15 (m, 2H), 3.11 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 2.05-1.99 (m,
12H) ppm.

Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5-tris(acetiloxi)—6—[4—(hidroximetil)-3—(prop—2—in—1—
iloxi)fenoxiloxan—2—illmetilo (46)

[732] Etapa 2: A una solucion de compuesto 45 (0.83 g, 1.6 mmol) en isopropanol
(50 mL) se afadi6 borohidruro de sodio (31 mg, 0.82 mmol). La mezcla se agité a 23 °C
durante 2 horas y luego se concentré in vacuo. El residuo se diluyé con acetato de etilo y se
lavé con salmuera. La solucién orgénica se seco sobre sulfato de sodio y se concentr6 para
proporcionar el compuesto 46 (0.70 g, rendimiento del 84%) como aceite marron. ESI m/z:
526.1 (M + H,0)*. *H NMR (MeODys, 500 MHz) & 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 2.0
Hz, 1H), 6.67 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 5.40 (t, J = 9.0 Hz, 1H), 5.33 (dd, J = 7.5 Hz, 1H),
5.20-5.11 (m, 2H), 4.78 (t, J = 2.5 Hz, 2H), 4.59 (s, 2H), 4.32 (d, J = 12.5, 5.0 Hz, 1H), 4.21
(dd, J = 12.5, 2.5 Hz, 1H), 4.12-4.08 (m, 1H), 3.02 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 2.07-2.0

[733] Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5—tris(acetiloxi)—6—(4—{[(4—
nitrofenoxicarbonil) oxilmetil}—3—(prop—2-in—1—iloxi)fenoxi)oxan—2—iljmetilo (48)

[734] Etapa 3: A una solucion de compuesto 46 (0.40 g, 0.79 mmol) en cloruro de
metileno (30 mL) se afiadid carbonocloridato de 4-nitrofenilo (47, 0.24 g, 1.2 mmoal), 4-
dimetilaminopiridina (0.19 g, 1.6 mmol) y diisopropiletilamina (0.20 g, 1.6 mmol). La mezcla
se agitd a 23 °C durante la noche y se diluyé con cloruro de metileno (50 mL). La solucion
organica se lavo con solucion de cloruro de amonio acuoso saturado (50 mL) y luego con
salmuera (50 mL), se secO sobre sulfato de sodio y se concentrd. El residuo se purifico
mediante cromatografia instantanea (acetato de etilo al 0-33% en éter de petréleo) para
proporcionar el compuesto 48 (0.30 g, rendimiento del 57%) como un sélido blanquecino.
ESI m/z: 691.0 (M + H,0)*. '"H NMR (CDCls, 500 MHz) & 8.27 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.38 (d, J
= 9.0 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.64 (dd, J = 9.0, 2.5 Hz,
1H), 5.33-5.26 (m, 4H), 5.21-5.17 (m, 1H), 4.76 (t, J = 2.0 Hz, 2H), 4.28 (dd, J = 12.5, 5.0
Hz, 1H), 4.20 (dd, J = 12.5, 2.5 Hz, 1H), 3.89-3.88 (m, 1H), 2.56 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 2.08—
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2.04 (m, 12H) ppm.

Acetato de [(2R,3R,4S,5R,6S)-3,4,5tris(acetiloxi)— 6-[4—({[(4—{2—
[(1S,25,4R,8S,9S5,11S,12S,13R)-11-hidroxi—9,13—dimet il-16—oxo0—6—propil-5,7—
dioxapentaciclo[10.8.002,9.04,8.013,18]icosa—14,17— dien—8-il]-2—
oxoetoxi}fenil)carbamoil]oxi}metil)-3—(prop—2—in—-1— iloxi)fenoxijoxan—2—illmetilo (49)

[735] Etapa 4: A una solucion de compuesto 48 (0.15 g, 0.22 mmol) en DMF (5 mL)
se afiadieron 11-5 (0.14 g, 0.26 mmol), HOBt (59 mg, 0.44 mmol) y diisopropiletilamina (57
mg, 0.44 mmol) sucesivamente. La mezcla se agit6 a 23 °C durante la noche y luego se
purific6 mediante prep-HPLC (método B) para producir el compuesto 49 (0.14 g,
rendimiento del 62%) como un solido blanco. ESI m/z: 1056.3 (M + H)+. 1H NMR (MeODd4,
400 MHz) & 7.46 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 7.35-7.26 (m, 3H), 6.87—6.80 (m, 3H), 6.67 (dd, J =
8.0, 2.4 Hz, 1H), 6.26 (dt, J = 10.0, 2.4 Hz, 1H), 6.03 (br s, 1H), 5.42-5.34 (m, 2.5H), 5.26—
5.03 (M, 5.5H), 4.88-4.64 (m, 4H), 4.46—4.43 (m, 1H), 4.34—-4.30 (m, 1H), 4.21-4.18 (m,
1H), 4.12-4.08 (m, 1H), 3.03 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 2.71-2.62 (m, 1H), 2.41-2.38 (m, 1H),
2.28-2.15 (m, 2H), 2.06—2.04 (m, 12H), 1.90-1.39 (m, 12H), 1.20-0.89 (m, 8H) ppm.

[736] N—(4—{2—[(1S,2S,4S,8R,9S,11S,12S,13R)-11-Hidroxi—4,9,13—trimetil—16—oxo—
6—propil-7—oxapentaciclo[10.8. 002,9.04,8.013,18)icosa—14,17—-dien—8—il]-2—
oxoetoxi}fenil)carbamato de [2—(prop—2—in—1-iloxi)—4—{[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5—trihidroxi—
6—(hidroximetil)oxan—2—ilJoxi}fenillmetilo (LP12)

[737] Etapa 5: A una solucion de compuesto 49 (35 mg, 33 umol) en metanol (3 mL)
se afiadio otra solucion de LIOH en H,O (14 mg, 0.33 mmol) en agua (1 mL). La mezcla se
agité a 23 °C durante 1.5 horas y se apag6 con HOAc (20 mg). La mezcla se concentrd in
vacuo Yy el residuo se purificO mediante prep-HPLC (método B) para producir el enlazador-
carga util LP12 (26 mg, rendimiento del 88%) como un solido blanco. ESI m/z: 888 (M +
H)+. 1H NMR (MeODd4, 400 MHz) & 7.46 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 7.35-7.30 (m, 3H), 6.91 (d, J
= 2.0 Hz, 1H), 6.87-6.83 (m, 2H), 6.74 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H), 6.27 (dt, J = 10.0, 2.0 Hz,
1H), 6.03 (s, 1H), 5.25 (t, J = 4.8 Hz, 0.5H), 5.19 (d, J = 7.2 Hz, 0.5H), 5.13-5.03 (m, 3H),
4.94-4.91 (m, 1H), 4.82-4.75 (m, 3H), 4.71-4.67 (m, 1H), 4.46-4.43 (m, 1H), 3.91 (dd, J =
12.0, 2.0 Hz, 1H), 3.70 (dd, J = 12.0, 5.2 Hz, 1H), 3.48-3.36 (m, 4H), 2.99 (t, J = 2.4 Hz,
1H), 2.71-2.62 (m, 1H), 2.40-2.37 (m, 1H), 2.26-2.12 (m, 2H), 2.07-2.00 (m, 1H), 1.88—
1.61 (m, 5H), 1.56-1.35 (m, 6H), 1.20—0.92 (m, 8H) ppm.

EJEMPLO 52

[738] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util LP13. El
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siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 18.
N—-(2—{[({4-[(2S)-5—(Carbamoilamino)-2—[(2S)-2—-[6—(2 ,5—-dioxo—2,5-dihidro—1H-
pirrol-1—il)hexanamido]-3—metilbutanamido]pentanami do]fenil}metoxi)carbonil]
(metil)amino}etil)-N—metilcarbamato de 2—[(1S,25,4S ,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi—
9,13—dimetil-16—oxo0—6—propil-5,7—dioxapentaciclo[10  .8.0.02,°.0*%.013,1®licosa—14,17—
dien—8—il]-2—oxoetilo (LP13)

[739] A una solucién de Budesonida-DME carbonato (20 mg, 0.037 mmol) en DMF
(1 mL) se agreg6 posteriormente MC-VC—-PAB—PNP (22 mg, 0.03 mmol), DIPEA (12 mg,
0.09 mmol), y HOBt (6 mg, 0.05 mmol). Esta mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 12 horas, luego se realiz6 prep-HPLC para obtener dos epimeros: Epimero 1: 3.3
mg (rendimiento del 10%) y Epimero 2: 4.1 mg (rendimiento del 12%).

[740] Epimero 1: ESI m/z: 1143.4 (M+1). 1H NMR (400 MHz, MeOD) 6 7.63-7.62
(m, 2H), 7.50-7.49 (m, 1H), 7.37—7.35 (m, 2H), 6.81 (s, 1H), 6.29-6.27 (m, 1H), 6.03 (brs,
1H), 5.37-5.08 (m, 5H), 4.83-4.79 (m, 3H), 4.53-4.46 (m, 2H), 4.18-4.15 (m, 1H), 3.69—
3.37 (m, 6H), 3.25-3.13 (m, 3H), 3.12-2.96 (m, 5H), 2.90-2.86 (m, 2H), 2.68-2.64 (m, 1H),
2.41-2.40 (m, 1H), 2.31-2.28 (m, 2H), 2.26-1.95 (m, 7H), 1.93-1.77 (m, 11H), 1.51 (s, 3H),
1.42-1.30 (m, 10H), 1.25-0.89 (m, 15H)

[741] Epimero 2: ESI m/z: 1143.4 (M+1). 1H NMR (400 MHz, MeOD) & 7.62-7.34
(m, 5H), 6.81 (brs, 1H), 6.29-6.23 (m, 1H), 6.05-6.00 (m, 1H), 5.27-5.17 (m, 4H), 4.92-4.79
(m, 2H), 3.75-3.37 (m, 7H), 3.03-2.86 (m, 5H), 2.72-2.63 (m, 1H), 2.41-2.28 (m, 3H), 2.23—
2.04 (m, 7H), 1.91-1.32 (m, 31H), 1.19-0.90 (m, 14H).

EJEMPLO 53

[742] El ejemplo demuestra un método para hacer el Enlazador—Carga util LP14. El
siguiente ejemplo se refiere a la FIGURA 18.

[743] N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-
Difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.0131%]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etillcarbamoil}-2-metilpropil]-1-{2-[4-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-
1-il)fenillacetamido}-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-amida (LP14)

[744] El compuesto 34h-2 (0.18 g, rendimiento del 74% en 2 etapas) se obtuvo de
acuerdo con el Procedimiento general F . ESI m/z: 728 (M + H)".

[745] El compuesto LP14 (20 mg, rendimiento del 14% en 3 etapas a partir de 34h)

se obtuvo como un sélido blanco. ESI: 1189 (M + H)*. *"H NMR (500 MHz, DMSOy) & 9.81-
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9.67 (m, 1H), 8.43-8.13 (m, 2H), 8.03-7.84 (m, 1H), 7.61-7.47 (m, 2H), 7.35 (d, J = 8.4 Hz,
2H), 7.29-7.21 (m, 3H), 7.17 (s, 2H), 6.88-6.81 (m, 2H), 6.33-6.28 (dd, J = 10.1, 1.8 Hz, 1H),
6.11 (s, 1H), 5.71-5.56 (m, 1H), 5.51 (s, 1H), 5.12 (d, J = 18.5 Hz, 1H), 4.84 (d, J = 18.5 Hz,
1H), 4.79-4.76 (m, 1H), 4.74 (t, J = 4.3 Hz, 2H), 4.38-4.33 (m, 1H), 4.25-4.17 (m, 2H), 3.63-
3.55 (m, 2H), 3.52-3.44 (m, 14H), 3.42 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.21 (q, J = 5.7 Hz, 1H), 2.69-2.55
(m, 1H), 2.47-2.41 (m, 1H), 2.41-2.34 (m, 1H), 2.29-2.23 (m, 1H), 2.14-2.02 (m, 2H), 1.99-
1.90 (m, 1H), 1.82 (d, J = 13.0 Hz, 1H), 1.65-1.53 (m, 4H), 1.49 (s, 3H), 1.47-1.41 (m, 1H),
1.40-1.33 (m, 2H), 1.29 (d, J = 7.1 Hz, 3H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%,

239

Tiempo de retencion: 8.45 min (método A).

[746] La siguiente Tabla 7 resume ciertas propiedades fisicas de LP1-LP16.

Tabla 7: Propiedades fisicas de ciertos Enlazador—C  argas Utiles
LP Pureza MS m/z mas HPLC RT
No. MF MWl o) | miz (100%) alta (min)
1185
LP1 | CeHgiNsOrs | 1184.4 98 593 (M/2+H) | (M+H, 6.53 (B)
20%)
Ce1HgsFaN6O 1181.4 1181.4
LP2 . 1181.4 100 (M+H) (M+H) 7.83 (B)
CroHaaF2N6O1 1330.4 1330.4
LP3 i 1329.5 | 100 (M+H) (M+H) 7.03 (B)
LP4 | CgHggN,O1s | 1115.4 100 1115 [M+H] [il\'ﬂlj:] 88211 (('I‘;))
LP5 | CesHosNgO1s | 12015 | 100 | 1201 [M+H] [1M2$] Lo (é))
1350.5 1350.5
LP6 | CsoHgoN;O15 | 1350.6 100 (M+H) (M+H) 8.87 (A)
1227.8 1227.8
LP7 | CeHgsN4sO15 | 1226.5 100 (M+H) (M+H) 9.47 (A)
CeoHgsF2Ns04 1262.4 1262.4
LP8 . 1262.4 | 100 (M+F) (M+F) 8.26 (B)
CgoHosF2NgO; 749.5 1497.7
LP9 . 1497.7 100 (M/2+H) (M+H) 7.99 (B)
1405.7
LP1 | CraHoaFoNeO1 | 44056 | 100 703.5 (M+H) 7.40 (B)
0 ; (M/2+H) (5%)
LP1 | CgH1goF2NgO 756.5 756.5
1 o 1511.7 | 99.3 (M/2+H) (MI2+H) 7.89 (B)
566.2(M- 889.1
Lzl C4sHs7NO 5 888.0 100 glucosa- (M+H, 88882 ((';))
PAB) 25%) '
LP1 1350.5 1350.5
3 | CreHsN:Os | 13506 | 100 (M+HD (M+HD 8.87 (A)
1188.5
LP1 | CeH7gF2NsO; | 1188.3 100 594.8 (M+H, 7.99 (B)
4 6 1 (M/2+H) 40%)
1259.1
5 1 +H (M2 + B
p ) Y- (B)
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12591 | 6.61(59%) y
LF6’1 C121H170N100 25116'7 98 (,\}/Z;SH) (M/2+H,60 | 6.73 (39%)
47 %) (B)
EJEMPLO 54

[747] Este ejemplo demuestra un método para la conjugacion especifica al sitio,
generalmente, de una carga util a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del
mismo. Este ejemplo se refiere a la FIGURA 19.

[748] En un ejemplo, conjugados especificos al sitio se produjeron a través de
conjugacion de dos etapas con transglutaminasa microbiana (MTG EC 2.3.2.13, Zedira,
Darmstadt, Alemania) (aqui, "basada en MTG") de un anticuerpo mutado N297Q o N297D.
En la primera etapa, el anticuerpo mutado se funcionalizé con azido-PEGs;-amina mediante
una reaccion enziméatica basada en MTG. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente PCT
Internacional No. PCT/US17/19537, presentada el 24 de Febrero de 2017, titulada
OPTIMIZED TRANSGLUTAMINASE SITE-SPECIFIC ANTIBODY CONJUGATION,
incorporada aqui por referencia en su totalidad para todos los propoésitos. En la segunda
etapa, un enlazador-carga util funcionalizado con alquino se uni6 al anticuerpo
funcionalizado con azido mediante reaccion de cicloadicidon [2+3] 1, 3—dipolar (véase, por
ejemplo, la FIGURA 19, que representa un enlazador-carga util funcionalizado con DIBAC
conjugado con un anticuerpo funcionalizado con azido derivado por medio de ciclizacién
[2+3]). Este proceso proporciond conjugados estequiométricos y especificos al sitio en
aproximadamente 50 a 80% de rendimiento aislado.

EJEMPLO 55

[749] Este Ejemplo demuestra procedimientos especificos para la conjugacion
especifica al sitio de un alquino-enlazador-carga util al anticuerpo.

[750] Este ejemplo se refiere a los compuestos representados en la FIGURA 29.

[751] En este ejemplo, los conjugados especificos al sitio se produjeron en dos
etapas. La primera etapa es la union enzimatica basada en transglutaminasa microbiana
(MTG) de una molécula pequefia, tal como azida-PEGs-amina (supra), al anticuerpo que
tiene una etiqueta Q (referencias para la Qetiqueta) (en adelante, conjugacion “basada en
MTG"). La segunda etapa emple6 la uniébn de un enlazador-carga atil al anticuerpo
funcionalizado con azido a través de una cicloadicién [2+3], por ejemplo, la cicloadicién 1,3-
dipolar entre las azidas y los ciclooctinos (también conocida como quimica clic libre de
cobre). Véase, Baskin, J. M.; Prescher, J. A.; Laughlin, S. T.; Agard, N. J.; Chang, P. V,;

Miller, I. A.; Lo, A.; Codelli, J. A.; Bertozzi, C. R. PNAS 2007, 104 (43), 16793—7, cuyo
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contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos los
propésitos. En la FIGURA 28 se muestra un ejemplo de un enlazador-carga util que tiene un
radical DIBAC conjugado con un anticuerpo funcionalizado con azido mediante una
cicloadicion [2+3]. Este proceso proporciond los conjugados estequiométricos y especificos
al sitio en aproximadamente 50 a 80% de rendimiento aislado.

[752] Conjugacion ADC mediante reaccion clic [2+3].

[753] Etapa 1: Preparacion de un anticuerpo funcionalizado con azido.

[754] El anticuerpo IgG humano aglicosilado (IgG1, IgG4, etc.) o un isotipo de IgG1
humano con mutacion N297Q, en PBS (pH 6.5-8.0) se mezcl6 con =200 equivalentes
molares de azido—dPEGs;—amina (MW= 218.26 g/mol). La solucién resultante se mezcld con
MTG (EC 2.3.2.13 de Zedira, Darmstadt, Alemania, o Modernist Pantry [L# 210115A] -
ACTIVA TI contiene Maltodextrina de Ajinomoto, Japon) (25 U/mL; 5U MTG por mg de
anticuerpo) resultando en una concentracion final del anticuerpo en 0.5-5 mg/mL, y la
solucion se incubd luego a 37 °C durante 4-24 h mientras se agitaba suavemente. La
reaccion se monitoreé mediante ESI-MS. Al completarse la reaccion, el exceso de amina y
MTG se removié mediante cromatografia en columna de proteina A o SEC, para generar el
anticuerpo funcionalizado con azido. Este producto se caracteriz6 mediante SDS-PAGE y
ESI-MS. La azido—dPEGz;—amina agregada a dos sitios del anticuerpo que resulta en un
aumento de 204 Da para el conjugado anticuerpo 2DAR-PEGs;—azida.

[755] En un experimento especifico, el anticuerpo de etiqueta Q N-terminal (24 mg)
en 7 mL de amortiguador PBS libre de potasio (pH 7.3) se incub6 con > 200 equivalentes
molares de la azido-PEGs-amina (MW 218.26) en la presencia de MTG (0.350 mL, 35 U,
mTGasa, Zedira, Darmstadt, Alemania). La reaccion se incub6 a 37 °C durante la noche
mientras se mezclaba suavemente. El exceso de azido-PEGs-amina y mTGasa se removid
mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, Superdex 200 PG, GE Healthcare).

[756] Etapa 2: Preparacion de conjugados especificos al sitio de un farmaco a un
anticuerpo utilizando reacciones de quimica clic.

[757] Los conjugados anticuerpo farmaco especificos al sitio con un IgG humano
(IgG1, 1gG4, etc.) en la Tabla 10 se prepararon mediante una reaccién clic [2+3] entre
anticuerpos funcionalizados con azido y un alguino que contenia enlazador-carga uatil. A
continuacion se detalla el procedimiento de conjugacion. Un conjugado de anticuerpo
especifico al sitio con enlazador-carga util (LP) se prepar6 incubando mAb—PEG ;—N; (1-3

mg/mL) en un medio acuoso (por ejemplo, PBS, PBS que contenia glicerol al 5%, HBS) con
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2 6 equivalentes molares de un LP disuelto en un solvente organico adecuado, tal como
DMSO, DMF o DMA (es decir, la mezcla de reaccion contiene solvente organico al 5-20%,
v/v) en 24 °C a 37 °C durante mas de 6 h. El progreso de la reaccién se monitore6 mediante
ESI-MS y la ausencia de mAb—PEG ;—N; indicé la completacion de la conjugacion. La
cantidad excedente del LP y el solvente orgéanico se removieron mediante SEC por medio
de elucion con PBS, o por medio de cromatografia en columna de proteina A por medio de
elucién con amortiguador acido seguido por neutralizacion con Tris (pH 8.0).

[758] En un ejemplo especifico, el anticuerpo funcionalizado con azido (1 mg) en
0.800 mL de PBSg (PBS, glicerol al 5%, pH 7.4) se traté con seis equivalentes molares de
DIBAC-PEG,-D-Lys (COT-[-CD)-VC-PABC-carga util (conc. 10 mg/mL en DMSO) durante
6-12 horas a temperatura ambiente y el exceso del enlazador carga util (LP) se removié
mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, Superdex 200 HR, GE Healthcare).

[759] El producto final se concentré por ultra centrifugaciébn y se caracterizo
mediante UV, SEC, SDS-PAGE y ESI-MS.

EJEMPLO 56

[760] Este ejemplo demuestra un método para hacer un conjugado anticuerpo
funcionalizado con azido farmaco.

[761] El anticuerpo aglicosilado con un isotipo IgG1 humano en BupH™ (pH 7.6-7.8)
se mezclé con = 200 equivalentes molares de azido—dPEGz;—amina (MW. 218.26 g/mol). La
solucion resultante se mezcl6 con transglutaminasa (25 U/mL; 5U MTG por mg de
anticuerpo, Zedira, Darmstadt, Alemania) resultando en una concentracion final del
anticuerpo en 0.5-3 mg/mL, y la solucién se incub6 luego a 37 °C durante 4-24 horas
mientras se agitaba suavemente. La reaccion se monitoreé mediante SDS-PAGE o ESI-
MS. Tras la completacion, el exceso de amina y MTG se removié mediante cromatografia
de exclusion por tamafio (véase la FIGURA 21) para generar el anticuerpo funcionalizado
con azido. Este producto se analiz6 en SDS-PAGE (véase la FIGURA 20) y ESI-MS
(véase la FIGURA 22). La azido—dPEGz;—amina agregada a dos sitios —Q295 y Q297—- del
anticuerpo que resulta en un aumento de 804 Da para el conjugado anticuerpo aglicosilado
4DAR-PEG;—azida. Los sitios de conjugacion se identificaron y confirmaron en
EEQENzadory QEnlazadorg TYR nara el anticuerpo funcionalizado con azido 4DAR por medio de
mapeo de secuencias de péptidos de cadenas pesadas digeridas con tripsina.

EJEMPLO 57

[762] Este ejemplo demuestra un método para hacer conjugaciones especificas al
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sitio de un farmaco a un anticuerpo utilizando reacciones de quimica clic.

[763] Los conjugados anticuerpo aglicosilado especifico al sitio farmaco con un IgG1
humano que contiene una mutacion N297Q en la Tabla 8 descrita a continuacion se
prepararon mediante una reaccion clic [2+3] entre anticuerpos funcionalizados con azido
con un alquino que contiene un enlazador-carga util. Como se muestra en la Tabla 8, Anti
Her2—PEG;—N3 se conjugd a los compuestos LP1, LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, LP7, LPS,
LP9, LP10, y LP11. Como se muestra en la Tabla 8, Anti PRLR— PEG;—N3 se conjugo a
LP1 LP2, LP3, LP4, LP5, LP6, LP7, LP8, LP9, LP10, LP11, LP15, y LP16. Como se
muestra en la Tabla 8, Anti—-IL2Rg—PEG;—N; se conjugd a LP4 y LP7. Como se muestra en
la Tabla 8, Anti—Fel d 1-PEG;—N3; se conjugo a LP4.

[764] Para la conjugacion, un anticuerpo IgG1 humano aglicosilado funcionalizado
con azido (mAb—PEG 3;—N3) y un conjugado enlazador—carga util (LP) se preparé incubando
MAb—-PEG s—N3 (1-3 mg/mL) en un medio acuoso (por ejemplo, PBS, PBS que contenia
glicerol al 5%, HBS) con = 6 equivalentes molares de un LP disuelto en un solvente
organico adecuado, tal como DMSO, DMF o DMA (la mezcla de reaccién contiene 10 - 20%
de solvente orgéanico, v/v ) en 24 °C a 37 °C durante mas de 6 horas. El progreso de la
reaccion se monitore6 mediante ESI-MS. La reaccién se monitore6 mediante ESI-MS, y la
ausencia de mAb—PEG;—N;s indicé la completacién de la conjugacion. La cantidad
excedente del LP y el solvente orgénico se removieron mediante SEC eluyendo con PBS.
Los conjugados purificados se analizaron mediante SEC, SDS-PAGE, y ESI-MS. En la
Tabla 8 se muestra una lista de conjugados esteroide no toxico anticuerpo (ncADCs) a
partir de los LPs correspondientes, sus pesos moleculares y valores ESI-DAR. En la Tabla
8, Ab se refiere a un anticuerpo, Ab-N; se refiere al anticuerpo funcionalizado con azida, y
ncADC se refiere a un conjugado farmaco anticuerpo no citotoxico.

Tabla 8

Ab, Ab—N3, o ncADC | MS m/z LP # M.W. | DAR (ESI-MS)
(ncADC (LP)
)
1 Anti Her2 mAb | 145126
2 Anti Her2—-PEG;—N3 | 145930 NH— 218.3 4
PEG3—Nj3
3 Anti Her2-LP1 150683 LP1| 1184.4 4
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[765] Este ejemplo demuestra un método para hacer una conjugacion no especifica

al sitio de un farmaco a un anticuerpo utilizando una reaccién de tiol-maleimida.

4 Anti Her2—-LP2 150671 LP2 | 1181.4 4
5 Anti Her2—LP3 151274 LP3 | 1330.5 4
6 Anti Her2—-LP4 150406 LP4 | 11154 4
7 Anti Her2—LP5 150726 LP5 | 1201.5 4
8 Anti Her2—LP6 151358 LP6 | 1350.6 4
9 Anti Her2—LP7 151297 LP7 | 1226.5 4
10 Anti Her2—-LP8 152239 LP8 | 1262.4 4
11 Anti Her2—-LP9 151868 LP9 | 1497.7 4
12 Anti Her2-LP10 152293 LP10 | 1405.6 4
13 Anti Her2—-LP11 145430 LP11 | 1511.7 4
14 Anti PRLR mAb 144579
15 Anti PRLR—- PEG5;— | 145373 NH— 218.3 4
N, PEG3;—N3
16 Anti PRLR-LP1 150110 LP1 | 1184.4 4
17 Anti PRLR-LP2 150101 LP2 | 1181.4 4
18 Anti PRLR-LP3 150721 LP3 | 1330.5 4
19 Anti PRLR-LP4 149836 LP4 | 11154 4
20 Anti PRLR-LP5 150181 LP5| 1201.5 4
21 Anti PRLR-LP6 150795 LP6 | 1350.6 4
22 Anti PRLR-LP7 150311 LP7 | 1226.5 4
23 Anti PRLR-LP8 150444 LP8 | 1262.4 4
24 Anti PRLR-LP9 151386 LP9 | 1497.7 4
25 Anti PRLR-LP10 151015 LP10 | 1405.6 4
26 Anti PRLR-LP11 151447 LP11 | 1511.7 4
27 Anti—-IL2Rg mAb 144960
28 Anti—IL2Rg—PEG;— NH—
N, 145768 PEGLN, 218.26 4
29A 1115.3
Anti—-IL2Rg-LP4 150237 LP4 ; 4
29B Anti-IL2Rg-LP7 150670 LP7 | 1226.5 4
30 Anti-Fel d 1 mAb 145430
31 | Anti-Fel d 1-PEG;— NH,—
N, 146235 PEG.N, 218.26 4
32 1115.3
Anti Fel d 1-LP4 150705 LP4 ; 4
33 Anti-PRLR-LP15 155460 LP15 | 2515.1
34 Anti-PRLR-LP16 155486 LP16 | 2515.1
EJEMPLO 58
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[766] La conjugacion a través de cisteinas de anticuerpos se realiz6 en dos etapas
utilizando los métodos descritos similares a aquellos descritos en Mol Pharm. Junio de 2015
1;12(6):1863-71.

[767] Un anticuerpo monoclonal (mAb, 10 mg/ml en HEPES 50 mM, NaCl 150 mM)
en pH 7.5 se redujo con ditiotreitol 1 mM (0.006 mg por mg de anticuerpo) o TCEP (2.5
equivalentes molares a anticuerpo) a 37 °C durante 30 minutos. Después de la filtracion en
gel (G-25, acetato de sodio pH 4.5), el compuesto LP13 en DMSO (10 mg/mL) se afiadio al
anticuerpo reducido, y la mezcla se ajusté a pH 7.0 con HEPES 1 M (pH 7.4). La reaccién
se dejé reaccionar durante 3 a 14 horas. El conjugado resultante se purific6 mediante SEC.
Los valores DAR (UV) se determinaron utilizando las absorbancias medidas del ncADC y
los coeficientes de extincion del anticuerpo y LP13.

EJEMPLO 59

[768] Este ejemplo demuestra métodos para caracterizar anticuerpo y conjugados
anticuerpo no citotéxico farmaco (ncADC).

[769] El anticuerpo y ncADC se caracterizaron mediante SDS—-PAGE, SEC, y MS
(ESI). El conjugado anti—-PRLR-LP4 en la Tabla 8 generado a partir del anticuerpo anti-
PRLR por medio de su anticuerpo funcionalizado con azido (anti-PRLR-PEGs;—N3) se
caracterizO mediante SDS-PAGE realizada bajo condiciones de reduccion y no reduccion
(FIGURA 20), SEC (FIGURA 21) y ESI-MS (FIGURA 22), y demostré la completacion de la
formacion de ncADC.

[770] La SDS-PAGE se utiliz6é para analizar la integridad y la pureza de los ADCs.

[771] En un método, las condiciones de ejecucion de SDS-PAGE incluyeron
muestras no reducidas y reducidas (2—4 ug) junto con escalera de proteina pre-tefiida de
punto de referencia (Invitrogen, cat# 10748-010; L# 1671922.) se cargaron por carril en (1.0
mm x 10 pozo) Novex 4 — 20% Tris—Glicina Gel y se corrié a 180 V, 300 mA, durante 80
minutos. Una muestra analitica se preparo utilizando amortiguador Glicina SDS-Novex Tris
(2X) (Invitrogen, Cat# LC2676) y la muestra de reduccion se prepard con amortiguador de
muestra SDS (2X) que contenia 2-mecaptoetanol al 10%.

[772] En la FIGURA 20 se muestran los pesos moleculares de los anticuerpos y
NncADCs en la SDS-PAGE realizada bajo condiciones de reduccién y no reduccién. Los
cambios de masa no fueron evidentes bajo condiciones de no reduccién debido a los
porcentajes relativamente pequefios de los cambios de masa. Sin embargo, las masas de

las cadenas pesadas se incrementaron de los anticuerpos desnudos a los anticuerpos
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funcionalizados con azido, y adicionalmente al conjugado ncADC. No habia material
reticulado detectable.

[773] Como se muestra en la FIGURA 20, los carriles de SDS-PAGE incluyeron las
siguientes especies con base en las siguientes etiquetas de carril en la Tabla 9.

Tabla 9

Carril Muestra

1 Estandares (Punto de referencia 10 uL)

2 anticuerpo anti —PRLR
anticuerpo anti —-PRLR-NH-PEG_-N,

anticuerpo anti —-PRLR-LP4

|l | W

anticuerpo anti—PRLR (reducido)

9 anticuerpo anti—PRLR NH-PEG_-N, (reducido)

10 [anticuerpo anti —PRLR-LP4 (reducido)

~ 2 pg de muestra/carril no—reducida/reducida .

[774] Los ADC se analizaron para determinar la pureza mediante cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC)

[775] Para determinar la pureza de los conjugados anticuerpo farmaco, se realiz6 la
cromatografia de exclusion por tamafio. Los experimentos de SEC analiticos se realizaron
utilizando un instrumento Waters 600, en una columna Superdex 200 (1.0 x 30 cm) HR, en
una tasa de flujo de 0.80 mL/min utilizando PBS pH 7.4, y se monitorizaron a A280 nm
utilizando un PDA Waters 2998. Una muestra analitica estaba compuesta de 200 uL de
PBS (pH 7.4) con 30-100 puL de muestra de prueba. Las purificaciones de SEC preparativa
se realizaron utilizando un instrumento AKTA de GE Healthcare, en columna Superdex 200
PG (2.6x60 cm), en una tasa de flujo de 2 mL/min eluyendo con PBSg en pH 7.4, y se
monitorearon a A280 nm. Los resultados de la SEC en la FIGURA 21 indicaron el tiempo de
retencidon tipico para mAb monomérico y sus conjugados y no hubo agregacion o
degradacién detectable.

[776] El anticuerpo y ADC se analizaron mediante andlisis de masa intacta mediante
LC-ESI-MS.

[777] La medicién de la masa de intacta de las muestras de ncADC mediante LC—

ESI-MS se realiz6 para determinar el perfil de distribucién del farmaco-carga util y para
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calcular el DAR promedio de las formas de ADC intactas. Cada muestra de prueba (20-50
ng, 5 uL) se carg6 en una columna Acquity UPLC Protein BEH C4 (10K psi, 300 A, 1.7 ym,
75um x 100 mm; No. de cat. 186003810). Después de 3 minutos de desalinizacion, la
proteina se eluyd y los espectros de masas se adquirieron mediante un espectrometro de
masas Waters Synapt G2-Si (Waters).

[778] Como se muestra en la FIGURA 22, los espectros de masas
desconvolucionados mostraron un pico predominante para el anticuerpo anti-PRLR
aglicosilado con peso molecular de 144579.0 Da, y un pico predominante para su
anticuerpo anti-PRLR funcionalizado con azido con peso molecular de 145373.0 Da,
indicando un aumento de 794.0 Da en comparacion con su anticuerpo precursor
aglicosilado (correspondiente a la conjugacién de 4 amino-PEG;-azida a cada anticuerpo
aglicosilado). Ademas, el pico predominante para el conjugado anti-PRLR-LP4 tuvo un peso
molecular de 149836.0 Da, indicando un aumento de 4463 Da en comparacion con su
anticuerpo precursor aglicosilado (correspondiente a la conjugacién de 4 LP4 a cada
anticuerpo aglicosilado). Como se resume en la Tabla 8, la mayoria de los ADCs
especificos al sitio en este documento tienen 4DAR.

[779] Para los conjugados anticuerpo no especifico al sitio farmaco, los valores DAR
se determinaron con base en el andlisis de masas ESI Q-TOF. Los espectros de masas ESI
Q-TOF se desconvolucionaron a espectros de masas de carga cero utilizando un algoritmo
de entropia maxima (MassLynx). Los espectros de masas resultantes demostraron la
distribucion de cada anticuerpo conjugado con farmaco(s). El porcentaje de &rea de un pico
representa la distribucién relativa de la especie de anticuerpo cargado con farmaco
particular. EI DAR promedio se calcul6 utilizando la informacion de &rea de pico porcentual
y los nimeros de carga de farmaco en el anticuerpo.

EJEMPLO 60

[780] Este ejemplo demuestra, utilizando el ensayo de union competitiva a GR
LanthaScreen TR-FRET, que los esteroides de carga util aqui establecidos se unen al
receptor de glucocorticoides (GR).

[781] Para evaluar la capacidad de los nuevos esteroides para unirse al receptor de
glucocorticoides (GR), se realizd un ensayo de union libre de células utilizando un kit de
ensayo de unidon competitiva a GR LanthaScreen TR-FRET (Life Technologies, Cat#
A15901). EI ensayo se realizO de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La

budesonida es un esteroide de GR comercial y se utiliz6 como control de referencia en el
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ensayo de union y otros ensayos basados en células descritos mas adelante en el
documento. En resumen, una dilucién serial de tres veces de budesonida y los compuestos
derivados indicados a continuacion se prepararon en DMSO al 100% iniciando en 100 nM
(100X de final). Las diluciones seriales se diluyeron adicionalmente 50 veces en
amortiguador F de receptor nuclear con DTT 5 mM y péptido estabilizante 0.1 mM, y se
transfirieron a una placa de ensayo de 384 pozos. Luego, Fluormona GS1 Verde, GR-LBD
(GST) y anticuerpo anti-GST Tb se afiadieron secuencialmente a la placa de ensayo de
384 pozos. La placa se incub6 luego a temperatura ambiente durante 2.5 horas mientras
estaba protegida de la luz. La placa se analizé en un lector de placas multietiqueta Envision
(PerkinElmer) con excitacidn establecida a 340 nm y filtros de emisién en 520 nm y 486 nm.
La relacion FRET se calcul6 como 520 nm/486 nm. Los valores de ICsy se determinaron
utilizando una ecuacion logistica de cuatro parametros sobre una curva de respuesta de 12
puntos (Prism de GraphPad).

[782] Como se muestra en la Tabla 10, la Budesonida compitié en la unién de
Fluormona GS1 Verde en el ensayo de GR con un valor de ICsq entre 10 y 100 nM. Los N-
anélogos de Budesonida similarmente compitieron en la union con valores de ICsy que van
desde menos de 10 nM hasta mas de 100 nM. Los nuevos esteroides aqui probados
demostraron ser comparables o mejores (valores mas bajos de ICsp) en este ensayo y un
desplazamiento similar para el ligando de GR en comparacion con la Budesonida. Los
isbmeros 22R en general son mas potentes que los isbmeros 22S o al menos idénticos a
los isomeros 22S.

Tabla 10: Unidn libre de células y actividad funcio  nal basada en células

NUumeros Células altas Ensavo de union
de los HEK293/9xUAS- com gtitiva do GR
compuesto Luc2P/pBind-GR/PRLR-HA FIJCSO (M)
S EC50 (nM)
1 Activacion
Budesonida t++
completa t
2 Diflorasona +++ Activacion
completa ++
3 |7-1S + Activacion parcial F++
4 Activacion
1R e completa ++
5 7-2S/IR +++ Sin activacion +++
6 7-4 SIR + Sin activacion +++
7 activacion
8-1R i completa NT
8 8-2 SIR + Sin activacion +++
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9 |83S/R + Sin activacion +++

10 11-1 SR it Activacion
completa ++

11 1110 9R + Activacion
completa ++
12 1 11-3S/R ++ Activacion parcial a—

13 11-5 S/R it Activacion
completa ++

14 11155 it Activacion
completa ++

15 11-5 R it Activacion
completa ++

16 Activacién
11-6S T completa ++

17 11-6 S/R ++ Activacion
completa ++

18 Activacién
7R i completa ++

19 11-8 R it Activacion
completa ++
20 | 11-10 S/R + Sin activacion +++
21 |11-11 S/R + Sin activacion +++

22 Activacién
11-12 S/IR +++ completa t

23 Activacién
1-13R e completa +++

24 Activacién
11-14 S/IR +++ completa et
25 |11-15 SR ++ Activacioén parcial -t

26 Activacién
11-17 SIR ++ completa et

28 Activacién
11-19 S/IR +++ completa it
29 |11-20 SIR - sin activacion -t
30 |11-21 SR ++ Activacion parcial i
31 |14-2 + Sin activacion +++

32 Activacién
155 i completa ++

33 Activacién
16-5 i completa ++

+++: < 10 nM; ++: <100 nM> 10 nM; +: > 100 nM; NT: No probado.

Activacién completa: > 75% de la activacion de doblez inducida por la Budesonida.
Activacion parcial: (20%, 75%) de la activacion de doblez inducida por la Budesonida. Sin
activacion: <20% de la activacién de doblez inducida por la Budesonida. El ensayo libre de
células se utiliza para evaluar la union directa de los compuestos al GR LBD recombinante
independientemente de su permeabilidad. El ensayo basado en células se utiliza para medir
cdmo los compuestos activan la transcripcion mediada por GR intracelular después de

pasar a traves de la membrana plasmatica, de esta manera la permeabilidad de membrana
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del compuesto es un prerequisito para la actividad.
EJEMPLO 61

[783] Este ejemplo demuestra que el PRLR—ncADC esté internalizado en las células
HEK293/PRLR.

[784] La internalizacién de un anticuerpo anti-PRLR y un anticuerpo de control de
isotipo se evaluaron en células HEK293 disefiadas para expresar PRLR humano de
longitud completa (aminoacidos 1 a 622 del nimero de acceso NP_000940.1 con una
mutacion K2E; HEK293/PRLR). Las células precursores HEK293 también se evaluaron
como control negativo. Las células se colocaron en placas en 20,000 células/pozo en medio
completo y se incubaron durante la noche a 37 °C. Al dia siguiente, los pozos se lavaron
con PBS, y se colocaron en hielo. Diluciones seriales de anticuerpo de 0.1-100 nM se
afiadieron a los pozos apropiados en FBS al 2% en PBS y se incubaron en hielo durante 30
minutos. Las células se lavaron dos veces con PBS, y luego se incubaron en hielo durante
30 minutos con anti-hlgG de cabra de fragmento Fab conjugado con Alexa 488 (Jackson
Immunoresearch, Cat # 109-547-003). Las células se lavaron dos veces con PBS y luego
ya sea se fijaron en formaldehido al 3.7% en PBS (condicién de control de 4 °C) o se
incubaron a 37 °C durante 3 horas para permitir la internalizacion. Después de la incubacién
de 3 horas, las células se fijaron en formaldehido al 3.7% en PBS durante 15 minutos, se
lavaron con PBS, y se les tomaron imagenes en un ImagExpress MicroXL de Molecular
Devices.

[785] El anti-PRLR—NCcADC y el anticuerpo PRLR precursor se internalizaron en las
células HEK293/PRLR, mientras que el ncADC de control de isotipo y el anticuerpo
precursor de control de isotipo no se internalizaron ya que no se unen a una proteina
encontrada en las lineas celulares probadas. No se observd ninguna internalizacion en las
células precursoras HEK293 para ninguna de las muestras probadas.

EJEMPLO 62

[786] Los bioensayos aqui descritos se utilizaron para evaluar la eficacia de los
esteroides libres y anti-PRLR—ncADCs. En un ejemplo, el bioensayo evalud la actividad de
los esteroides, después de la internalizacion de un ADC anti-PRLR especifico al sitio—
esteroide de GC en las células, para unirse a pBIND-GR y la posterior activacion del
reportero de luciferasa. Para este ensayo, se disefié una linea celular 293 para expresar
PRLR de longitud completa humano. Luego, tal linea celular estable se transfectd

adicionalmente con un receptor quimérico que consistia en un dominio de unién a ligando
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de GR fusionado al dominio de unién a Gal4 DNA de levadura (pBind-GR, Promega Cat#
E1581), y una secuencia activadora ascendente de Gal4 (9xGal4dUAS-Luc2P) que acciona
la expresion del gen de luciferasa. Tal formato de ensayo ofrece alta sensibilidad y baja
reactividad cruzada con otros receptores nucleares. Debido a que los dos vectores juntos
como un todo se utilizan para monitorear la union a ligando de GR y la transactivacion, la
linea celular estable resultante se refiere aqui como 293/PRLR/GRE-Luc por simplicidad
(véase Ensayos de reportero de luciferasa dual mejorados para receptores nucleares,
Current Chem Genomics, 2010; 4: 43-49; Aileen Paguio, Pete Stecha, Keith V Wood, y
Frank Fan).

[787] En un segundo ejemplo, un bioensayo evalué tanto la eficacia de los
esteroides libres como cualquier actividad no especifica por anti-PRLR—-ncADCs. Para este
ensayo, una linea celular 293 se transfecté con el vector pGL4.36[Luc2P/MMTV/Hygro]
(Cat# E1360, Promega). La linea celular resultante se refiere aqui como 293/MMTV-Luc.

EJEMPLO 63

[788] Un ensayo basado en células de reportero de luciferasa co-activador del
receptor de glucocorticoides (GR) se utilizé para analizar la activacion de GR por
Budesonida y los esteroides descritos aqui como una funcion del tiempo.

[789] La actividad de los esteroides en las células 293/PRLR/GRE-Luc se estudio a
las 72 horas de incubacién. Para este ensayo, se sembraron 20,000 células en placas de
96 pozos en medios que contenian DMEM suplementado con FBS al 10% vy
pencilina/estreptomicina (medios completos) y se cultivaron durante la noche a 37 °C en
CO; al 5%. Para las curvas de respuesta a la dosis de hcADC o farmaco libre, reactivos
serialmente diluidos que variaban de 100 nM a 5.1 pM se afadieron a las células y se
incubaron durante 72 horas a 37 °C. La actividad de la luciferasa se determindé mediante la
adicion del reactivo One-Glo™ (Promega, Cat#E6130) y las unidades relativas de luz
(RLUs) se midieron en un luminémetro Victor (Perkin Elmer). Los valores de ECsy se
determinaron a partir de una ecuacién logistica de cuatro pardmetros sobre una curva de
respuesta de 10 puntos utilizando Prism de GraphPad. La entrega de los esteroides dara
como resultado una activacion del reportero de Luc en las células 293/PRLR/GRE-Luc.

[790] Como se muestra en la Tabla 11, en el punto de tiempo de 72 horas, La
Budesonida activo las células 293/PRLR/GRE-Luc con un valor de ICsg entre 10 a 100 nM.
Los N-analogos de Budesonida activaron las células 293/PRLR/GRE-Luc con activacion de

doblez similar y valores de ICs, que variaban desde menos de 10 nM hasta mas de 100 nM.
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EJEMPLO 64

[791] Activacion de GR selectiva mediante ADCs en lineas celulares que se tienen
como objetivo

[792] La actividad de los esteroides y los ncADCs de esteroides, después de la
internalizacion en la linea celular 293/PRLR/GRE-Luc asi como en las células 293/MMTV-
Luc, que no expresan PRLR como se describe en el Ejemplo 61, y las células 293/PRLR,
gue no expresan el reportero de luciferasa descrito en el Ejemplo 62, se estudiaron en
concentraciones 100 nM a 5.1 pM utilizando los procedimientos de ensayo esbozados en el
Ejemplo 63 a las 72 horas de incubacion.

[793] El conjugado PRLR-LP4 (en la Tabla 8) y su conjugado de control de isotipo,
asi como las cargas utiles libres y los anticuerpos no conjugados se estudiaron en dos tipos
de lineas celulares. El conjugado PRLR-LP4 (Anti PRLR—-LP4 en la Tabla 8) demostro
activacion selectiva de la linea celular 293/PRLR/GRE-Luc (FIGURA 23A), y ninguna
activacion de GR (FIGURA 23B) en las células 293/MMTV-Luc, que no expresan PRLR.

[794] Como se muestra en la FIGURA 23A, en las células 293/PRLR/GRE-Luc, el
anticuerpo anti-PRLR conjugado especificamente al sitio con LP4 (Anti PRLR-LP4 en la
Tabla 8) indujo una activacion de GRE-Luc completa con un valor de ECsq < 10 nM. El
anticuerpo de control de isotipo conjugado con LP4 (Anti Her2—LP4 en la Tabla 8) no indujo
activacion de GRE-Luc significativa. El anticuerpo de control de isotipo no conjugado no
indujo activacion de GRE-Luc significativa. La carga util libre 11-5 en la Tabla 1 (carga util
de LP4) indujo una activacion de GRE-Luc completa con una ECs, < 10 nM. EIl control de
referencia, Budesonida , indujo una activaciéon de GRE-Luc completa con una ECg, < 10
nM. Como se muestra en la FIGURA 23B, en células 293/MMTV-Luc, solo la carga util libre
11-5 en la Tabla 1 (carga util de LP4) y el control de referencia, Budesonida , indujeron
activacion de GRE—-Luc: 11-5 en la Tabla 1 (carga uatil de LP4) indujo una activacion de
GRE-Luc completa con un valor de ECs, entre 10 a 100 nM, y la Budesonida indujo una
activacion de GRE-Luc completa con un valor de ECsy entre 10 a 100 nM.

[795] Los Ejemplos aqui demuestran que Anti PRLR-LP4 en la Tabla 8 activa
especificamente células 293/PRLR/GRE-Luc que expresan tanto el PRLR objetivo como el
reportero de luciferasa de GRE inducido por esteroides, pero no tiene efecto sobre la linea
celular 293-MMTV-Luc sensible a esteroides o linea celular 293—PRLR de expresion
objetivo.

EJEMPLO 65



10

15

20

25

30

253

[796] En este ejemplo, se examind la contribucion del enlazador y la carga util a la
activacion de GR de los ncADCs.

[797] La actividad de los esteroides libres y sus ncADCs correspondientes después
de la internalizacion en la linea celular 293/PRLR/GRE-Luc se estudiaron en
concentraciones de 100 nM a 5.1 pM utilizando los procedimientos de ensayo esbozados
en el Ejemplo 63 a las 72 horas de incubacion.

[798] Como se muestra en la Tabla 11 y también se muestra en la FIGURA 24, en
las células 293/PRLR/GRE-Luc, el anticuerpo anti-PRLR conjugado especificamente al sitio
con LP4 (Anti PRLR-LP4 en la Tabla 8) indujo una activaciéon de GRE-Luc completa con
una ECg < 10 nM a las 72 horas. El anticuerpo de control de isotipo conjugado con LP4
(Anti Her2-LP4 en la Tabla 8) no indujo activacion de GRE-Luc significativa. La carga util
libre, 11-5 en la Tabla 1 (carga util de LP4), indujo una activacion de GRE-Luc completa con
una ECsy < 10 nM.

[799] El anticuerpo anti-PRLR conjugado especificamente al sitio con LP2 (Anti
PRLR-LP2 en la Tabla 8) indujo una activacion de GRE-Luc completa con una ECs, < 10
nM. El anticuerpo de control de isotipo conjugado con LP2 (Anti Her2-LP2 en la Tabla 8) no
indujo activacion de GRE-Luc significativa. La carga util libre 16-5 en la Tabla 1 (carga util
de LP2) indujo una activacién de GRE-Luc completa con una ECs, < 10 nM. Finalmente, el
anticuerpo anti-PRLR conjugado especificamente al sitio con LP1 (Anti PRLR-LP1 en la
Tabla 8) indujo una activacibn de GRE-Luc completa con una ECs, entre 10-100 nM. El
anticuerpo de control de isotipo conjugado con LP1 (Anti Her2-LP1 en la Tabla 8) no indujo
activacion de GRE-Luc significativa. La carga util libre 7-1R en la Tabla 1 (carga util de LP1)
indujo una activacion de GRE-Luc completa con una ECs, entre 10-00 nM.

[800] Este ejemplo demuestra que con el mismo anticuerpo y enlazador, la potencia
de la carga util 11-5 en la Tabla 1 (carga util de LP4) es mayor que la carga Gtil 16-5 en la
Tabla 1 (carga util de LP2) que es mayor que 7-1R en la Tabla 1 (carga util de LP1). El Anti
PRLR-LP4 en la Tabla 8 tuvo una potencia mas alta que el Anti PRLR-LP2 en la Tabla 8,
que tuvo una potencia més alta que Anti PRLR-LP1 en la Tabla 8.

Tabla 11: Contribucion del enlazador—carga util en la activacion de GR de ncADC de

esteroides segun se ensaya en células 293/PRLR/GRE- Luc

Activacion
Muestra ensayada ECso (NM)
de doblez
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Anti PRLR-LP1 Completa ++
Anti PRLR-LP2 Completa +++
Anti PRLR-LP4 Completa +++
Anti Her2—-LP1 NA NA
Anti Her2—LP2 NA NA
Anti Her2—-LP4 NA NA
7-2 (carga util de LP1) Completa ++
16-5 (carga util de LP2) Completa +++
11-5 (carga util de LP4) Completa +++
Budesonida Completa +++

NA= no aplicable; +++: <10 nM; ++: 10 — 100 nM, +: > 100 nM.

EJEMPLO 66

[801] Bioensayo de IL2Ry—ncADC con células HEK293/MMTV-luc/IL2Ry/IL7R.

[802] La cadena y del receptor de citocina comun, también conocida como IL2Ry y
CD132, es un receptor de citocina de tipo | que es comun para las trayectorias de
sefalizacion para la interleucina—2 (IL-2), IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, e IL-21 y desempefia un
papel importante en la formacién y regulacion de los sistemas inmunes (Rochman et al.
2009). La IL2Ry se expresa principalmente en células inmunitarias y, por consiguiente,
puede ser un objetivo Util para entregar farmacos inmunosupresores tales como los
esteroides por medio del conjugado anticuerpo no citotéxico-farmaco (ncADC) y suprimir la
actividad de las células inmunitarias, al tiempo que evitan los efectos secundarios fuera de
objetivo asociados con la administracion sistémica de esteroides.

[803] El ensayo basado en células aqui descrito se utilizd para detectar la activacion
transcripcional del receptor de glucocorticoides (GR) mediante hcADC con la regién de
repeticion de terminal larga del virus de tumor mamario murino (MMTV LTR) que se ha
utilizado para estudiar la activacion de GR (Deroo et al. al. 2001). La linea celular HEK293
se generd primero para expresar de manera estable un reportero de luciferasa
pGL4.36[luc2P/MMTV/Hygro] (Promega, # E136A), referido aqui como HEK293/MMTV-luc,
y se mantuvo en DMEM que contenia FBS al 10%, NEAA, penicilina/estreptomicina/L-
glutamina, y 100 pug/mL de higromicina (medios completos). La linea celular estable de
HEK293/MMTV-luc precursora se transfecté luego con un plasmido que codifica la IL2Ry
humana de longitud completa (que expresa los aminoacidos 1 a 369 del numero de acceso
NP_000197.1) y se transdujo con un plasmido que codifica la IL7Ra de longitud completa

(que expresa los aminoacidos 1 a 459 del nimero de acceso NP_002176.2) y se clasifico
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para la alta expresion de IL2Ry e IL7Ra mediante citometria de flujo. La linea celular
resultante referida aqui como, HEK293/MMTV-luc/IL-2RY/IL7R, se mantuvo en medios
completos suplementados con 1 pg/mL de puromicina, y 500 pg/mL de sulfato de G418.

[804] Para el bioensayo, se sembraron células HEK293/MMTV-luc o
HEK293/MMTV-luc/IL2RyY/IL7R en placas de ensayo de 96 pozos en 10,000 células/pozo
en medios completos y se incubaron a 37 °C en CO2 al 5% durante la noche. A la mafana
siguiente, para ensayar la activacion de GR, la budesonida, el compuesto 11-5 en la Tabla
1 (carga util de LP4) y el compuesto 16-5 en la Tabla 1 (carga util de LP2), el conjugado
anti-IL2Rg-LP4 (en la Tabla 8), el anticuerpo de control (control de isotipo en la Tabla 8) y
los anticuerpos desnudos se diluyeron serialmente en 1:3 desde 200nM-1uM hasta 0.002—
0.01n, y se afadieron a las células. Las concentraciones se ajustaron de acuerdo con la
relacion de farmaco a anticuerpo para los ncADCs y otras técnicas conocidas por los
expertos en la técnica. Un pozo sin ningun articulo de prueba también se incluyé como un
control.

[805] La actividad de la luciferasa se midi6 después de 6, 24, 48, y 72 horas de
incubacién en 37 °C en CO2 al 5% en un instrumento Victor X (Perkin Elmer). Los
resultados se analizaron utilizando regresion no lineal (logistica de 4 pardmetros) con el
software Prism 6 (GraphPad) para producir valores de ECso. La activacion de doblez se
calculé determinando la relacion de la actividad de la luciferasa de cada muestra a aquella
observada sin ningun articulo de prueba afiadido.

[806] Como se muestra en la Tabla 12, después de 6, 24 y 48 horas de incubacion,
la budesonida demostro la activacion de GR mas alta con activaciones completas; 16-5 en
la Tabla 1 (carga util de LP2) y 11-5 en la Tabla 1 (carga util de LP4) mostraron activacion
parcial. En tiempos de incubaciéon més largos de 72 horas, 16-5 en la Tabla 1 (carga util de
LP2) y 11-5 en la Tabla 1 (carga util de LP4) mostraron similar nivel de activacion de GR a
Budesonida con activaciones completas. Estos resultados demuestran que la Budesonida,
16-5 (carga util de LP2) y 11-5 (carga util de LP4) en la Tabla 1 activan el GR con ECses
entre 10-100 nM.

Tabla 12: Activacion del receptor de glucocorticoid es en células HEK293/MMTV-
luc/IL-2R y/IL7R mediante budesonida, 11-5enlaTabla1l o0 16- 5enla Tablal alas 6,

24, 48 o 72 horas
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Pltjigt?]?)ge 6 horas 24 horas 48 horas 72 horas
FArmaco Activacion | ECs | Activacion | ECsy | Activacion | ECsy | Activacion | ECsg
de doblez | [nM] | de doblez | [nM] | de doblez | [nM] | de doblez | [nM]
Budesonida Activacion ++ Activacion ++ Activacion ++ Activacion ++
completa completa completa completa
Compuesto o L L, L
11-5 en la Act|va§:|on + Actlva_C|on + Actlva_C|on "+ Activacion "+
Tabla 1 parcial parcial parcial completa
Compuesto S L L L
16-5 en la Actlvaplon + Actlvaplon + Actlvaplon ++ Activacion ++
Tabla 1 parcial parcial parcial completa

+++: <10 nM; ++: 10 — 100 nM, +: > 100 nM.

[807] La budesonida, el enlazador-carga util LP4 (carga util 11-5) y el enlazador-
carga util LP7 (carga util R-11-5), la anti-IL2Ry, anti-IL2Ry mAbs-ncADCs con LP4 y LP7
(referidos como anti-IL2Ry-LP4 y anti-IL2Ry-LP7), asi como un Control mAb-LP7 vy el anti-
IL2Ry mAb no conjugado se afadieron a ya sea células HEK293/MMTV-Luc/IL2Ry/IL7R y
se incubaron durante 24 horas (FIGURA 25A), durante 48 horas (FIGURA 25B), durante 72
horas (FIGURA 25C) o células HEK293/MMTV-Luc durante 72 horas (FIGURA 25D) con
concentracion maxima en 200 nM (RLU, unidad relativa de luz) en las FIGURAS 25A a 25D
y la Tabla 13.

[808] Como se muestra en la Tabla 13 y las FIGURAS 25A a 25D, después de 24
horas de incubacion, la budesonida mostré la activacion de doblez maxima en las células
HEK293/MMTV-Luc/IL2RY/IL7R, y 11-5 y R-11-5 mostraron niveles relativamente mas bajos
de activacion en comparacién con la budesonida (FIGURA 25A). Con tiempos de
incubacién mas largos de 48 y 72 horas, 11-5 y R-11-5 mostraron similar nivel de activacion
a budesonida (FIGURA 25B y FIGURA 25C).

[809] EIl anti-IL2Ry-LP4 y el anti-IL2Ry-LP7 mostraron poca a ninguna activacion en
las células HEK293/MMTV-Luc/IL2Ry/IL7R después de 24 horas de incubacion (FIGURA
25A), pero mostraron mayores niveles de activacion con un periodo de incubacion mas
largo de 48 horas y 72 horas (FIGURAS 25B y 25C). Los anti-IL2Ry-ncADCs, anti-IL2Ry-
LP4 y anti-IL2Ry-LP7, no demostraron ninguna activacion en las células HEK293/MMTV-
Luc (FIGURA 25D) indicando que la entrega de ncADC de los esteroides es dependiente de
la unién al antigeno de IL2Ry en la superficie celular y la posterior internalizacion. En
contraste, el anticuerpo anti-IL2Ry no conjugado, los anticuerpos de control de isotipo

conjugados y no conjugados no mostraron ninguna activacion significativa en ninguna
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condicién. La budesonida, 11-5 y R-11-5 mostraron activacion en HEK293/MMTV-Luc a las
72 horas de incubacion, indicando la activacion de GR mediante los farmacos libres
(FIGURA 25D).

[810] Tabla 13: Activacion del receptor de glucocorticoid es en HEK293/MMTV-
Luc/IL-2R y/IL7R mediante cargas utiles de esteroides y ADCs a  nti-IL2R y-esteroides y

ADC de control

Activacion de doblez max.
Tratamiento alas 24 alas 48 alas 72

horas horas horas
Anti -IL2Ry-LP4 NA + ++
Anti -IL2Ry-LP7 NA + ++
Caga util L P4 (11-5) + ++ +++
Caga util LP7 ( R-11-5) + ++ +++
Budesonida +++ +++ +++
Ab-LP7 de control NA NA NA

+++: <10 nM; ++: 10 — 100 nM; +: > 100 nM.
EJEMPLO 67

[811] Este Ejemplo muestra la bioactividad de los ADCs citotoxicos con y sin
enlazadores de ciclodextrina (FIGURA 30).

[812] Para evaluar la comparabilidad de los ADCs con y sin CDs que contienen
cargas Utiles citotoxicas, se realiz6 un ensayo de citotoxicidad utilizando células SKBRS3.
Las células SKBR3 han sido comunmente utilizadas para evaluar la actividad del ADC anti-
Her2. Un ADC anti-PRLR ha sido utilizado como un ADC mAb de control en el ensayo de
citotoxicidad de SKBR3. Para el ensayo, se evalué la citotoxicidad in vitro de los ADCs anti-
PRLR utilizando el kit de ensayo CellTiter-Glo (Promega, Cat# G7573), en el que la
cantidad de ATP presente se utiliza para determinar el nUmero de células viables en el
cultivo. Para el ensayo, se sembraron células SKBR3 en 6000 células/pozo en placas de 96
pozos blancas Nunclon en medio de crecimiento completo y se cultivaron durante la noche
a 37 °C en CO2 al 5%. Para las curvas de viabilidad celular, ADCs serialmente diluidos 1:4
o carga util libre se afiadieron a las células en concentraciones comenzando en 100 nM
incluyendo un control sin tratamiento, y luego se incubaron durante 5 dias. Después de la
incubacién de 5 dias, las células se incubaron a temperatura ambiente con 100 pyL de
reactivos CellTiter-Glo durante 5 minutos. Las unidades de luminiscencia relativa (RLU) se
determinaron en un lector de placas Victor (PerkinElmer). Los valores de ICgs se
determinaron a partir de una ecuacion logistica de cuatro pardmetros sobre una curva de
respuesta de 10 puntos (Prism de GraphPad). Todas las curvas y los valores de ECsy se

corrigieron para equivalentes de carga util. Todas las ICss se expresan en concentracion
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de nM y el porcentaje de células matadas (% de matanza) se reporta para la concentracion
mas alta probada.

[813] La bioactividad de los ADCs de esteroides con y sin enlazadores de
ciclodextrina se muestra en la FIGURA 30.

[814] Para probar la comparabilidad de los ADCs con y sin CDs que contienen
cargas Utiles de esteroides, su actividad en las células 293/PRLR/GRE-Luc se estudi6 a las
72 horas de incubacién. Para este ensayo, se sembraron 20,000 células en placas de 96
pozos en medios que contenian DMEM suplementado con FBS al 10% vy
pencilina/estreptomicina (medios completos) y se cultivaron durante la noche a 37 °C en
CO; al 5%. Para las curvas de respuesta a la dosis de ADC o farmaco libre, reactivos
serialmente diluidos que variaban desde 100 nM hasta 5.1 pM se afiadieron a las células y
se incubaron durante 72 horas a 37 °C. La actividad de la luciferasa se determin6é mediante
la adicion de un reactivo One-Glo™ (Promega, Cat#E6130) y las unidades relativas de luz
(RLUs) se midieron en un luminémetro Victor (Perkin Elmer). Los valores de ECs, se
determinaron a partir de una ecuacién logistica de cuatro pardmetros sobre una curva de
respuesta de 10 puntos utilizando Prism de GraphPad. La entrega de los esteroides dara
como resultado una activacion del reportero de Luc en las células 293/PRLR/GRE-Luc. La
activacion completa en este ensayo se define entre 90 y 100% de la activacibn méaxima
medida con la carga util libre. La activacion parcial en este ensayo se define como la
activacion que esta entre 10% y 90% de la activacidn maxima medida con la carga util libre.
La activacion minima en este ensayo se define como menos del 10% de la activacion
maxima medida con la carga util libre.

[815] Como se muestra en la Tabla 13 y la FIGURA 30, los ADCs de anti-PRLR Ab
gue contienen CD (Anti-PRLR Ab-Ej46) tienen similar eficacia y potencia en la activacion
del reportero de GRE-Luc en células 293/PRLR/GRE-Luc que el ADC de anti-PRLR Ab que
no contienen CD (Anti-PRLR Ab-Ej44). En este ensayo, los ADCs de control de isotipo,
independientemente de si contienen CD o no, asi como el anticuerpo no conjugado no
demostraron ningun efecto significativo en este ensayo.

TABLA 13: ACTIVACION DE GR DE LOS ADCS DE ESTEROIDE S CON O SIN

ENLAZADORES DE CICLODEXTRINA EN CELULAS 293/PRLR/GR E-LUC

Molécula |Activacion | ECsg Molécula |Activacion | ECsg
probada maxima | (nM) probada maxima | (nM)
Ab de control
Anti-PRLR de isotipo-
Ab-Ej46 Parcial 8.6 Ej46 Minima NA
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Parcial Ab de control| Minima
Anti-PRLR de isotipo-
Ab-Ej45 9.5 Ej45 NA
Carga util Minima
libre
(compuesto Anti-PRLR
1c) Completa | 8.4 Ab NA

NA= no aplicable

TABLA 14. PROPIEDAD QUIMICAS-FISICAS DE LOS ENLAZAD OR-ESTEROIDES
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5 Ous 71 | 5.21 7.41 | (Mi2+ | (M/2+H)
(B) H)
851.4 | 1276.8
LP10 | CipHiesFoNyo | 2552. | - 7.76
> 99 (M/3+ | (M/2+H)
8 Our 66 | 3.72 (B)
H) (83%)

7.94(A) | 930.3 | 1394.2

LP11 | CigpoHieiFoNis | 2787. | -
>99 | 8.02 | (M/3+ | (M/2+H)

0 Oso 9 |323
(B) H) (33%)
7035
LP11 | Cr4HosF2NgO; | 1405. 7.40 703.5
439 | >99 (M/2+
2 . 60 (B) (M/2+H)

H)
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510.3 1041.3
LP11 1019. 7.46
o | CoaNOws |~ | 346 | 100 ® (M2+ | (M+Na)
H) (10%)
9.18
LP11 | C-oHs-F,N:O 1292 (A) 1292. 1292.1
7011871 2IN5\UU1 . 561 99 1 .
4 6 46 9.22 (M+H)
(M+H)
(B)
1279.
LP11 | CgoHgaFsNsO4 | 1280. 8.34 1279.6
. 42 591 100 ®) 6 (M+H)
+
) (M+H)
1498.
1498.7
LP11 | CgoHosF2NgO1 | 1497. 7.99 7
6.25 | 99 (M+H)
6 6 70 (B) | (M2+
(10%)
H)

TABLA 15. PROPIEDAD FiSICA DE LOS ENLAZADOR-ESTEROI DES

Estructura
Carga til Enlazador
LP # Pieza de Pieza Enlazador cLogP MW
Estructura escision | hidrofilica _ de »
L3 L conjugacion
L1

LP112 vcPAB / Lk-DIBAC 4.39 | 1405.58
LP101 vcPAB / LkCCK 4.04 | 1163.35
LP104 vcPAB | aCDCCK | Lk-DIBAC -5.09 | 2695.81
LP105 vcPAB | aCDCCK Lk-BCN -5.21 | 2584.71
LP102 VA / Lk-CCK 541 1020.2
LP108 VA aCDCCK | Lk-DIBAC -3.72 | 2552.66
LP116 vcPAB / Lk-DIBAC 6.25 | 1497.67
LP103 vcPAB / LkCCK 5.90 1255.5
LP110 vcPAB | aCDCCK | Lk-DIBAC -3.23 | 2787.9
LP113 VA / Lk-MAL 3.46 | 1019.18
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Estructura
Carga til Enlazador
_ : Enlazador
LP # Pieza de Pieza . cLogP MW
e
Estructura escision | hidrofilica _ >
conjugacion
L3 L2
L1
LP114 VA / Lk-DIBAC 5.61 | 1292.46
LP115 VA / Lk-DIBAC 591 |1280.42
%NH F

TABLA 16. LISTA DE CONJUGADOS ESTEROIDE-ANTICUERPO ESPECIFICOS AL

SITIO
5
LP Ab, Ab —N3, o conjugados Ab -Esteroide

EX MS m/z Nombre MW (Da) DAR
Anti-PRLR Ab 144602 4.0
PEG3-Ns 218.3 Anti PRLR -Ab-N; 145385 3.9
LP112 1405.6 | Anti-PRLR Ab-LP12z 151015 4.0
LP104 2695.9 Anti -PRLR Ab—-LP4z 156198 4.0
LP116 1497.7 | Anti-PRLR Ab—-LP16z 151015 4.0

Anti-Fel D1 Ab

PEG3;-N; 218.3 Anti -Fel D1 Ab-N3z 146251 4

LP112 1405.6 Anti -Fel D1 Ab-LP12z 151871 3.9
LP116 1497.7 | Anti-Fel D1 Ab-LP16z 152235 3.9

EJEMPLO 68

10 [816] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[817] Esteroides comerciales incluyendo aceténido de fluocinolona (1a),
dexametasona (1c), flumetasona (1d), triamcinolona (1e) y metilprednisolona (1f) y

acetonido de triamcinolona (1g) se utilizaron como materiales de partida. El compuesto 1b
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se obtuvo a partir de 1a mediante intercambio de cetal con butiraldehido en presencia de
acido perclérico, y sus dos isébmeros quirales se obtuvieron a partir de separacién de SFC
qguiral. Tomando el mismo enfoque, el compuesto 1h se obtuvo a partir de 1g. Los
compuestos 1b-f y 1h se convirtieron a los correspondientes derivados de mesilato (2b-f,
2h), seguido por el reemplazo del grupo mesilato con un radical azida para formar los
compuestos 3b-f y 3h que se redujeron adicionalmente a las aminas (4b-f, 4h). El radical
mesilato en el compuesto 2b también se reemplaz6 por unas anilinas para proporcionar 5-
Iz, se reemplazé por una alquilamina para proporcionar 5-11, y se reemplazé por fenoles
para proporcionar 6-1 a 6-lll. El compuesto 6-VI se obtuvo a partir del reemplazo del
mesilato de budesonida con un 4-amino-fenol, y el 6-VIlI se obtuvo a partir del reemplazo del
mesilato en 2f con 4-amino-fenol.
EJEMPLO 69

[818] Sintesis del compuesto 1b, R-1b, S-1b, y 1h.

[819] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[820] (1S,25,4R,8S,9S5,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-8-(2-
hidroxiacetil)-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapenta  ciclo[10.8.0.02 *9.0*8.01318icosa-14,17-

dien-16-ona (1b)

[821] A una mezcla de acetonido de fluocinolona (1a, 0.90 g, 2.0 mmol) y gel de
silice (18 g) en heptanos (90 mL) se afiadi6 butiraldehido (0.27 mL, 3.0 mmol) a 10 °C y la
suspension se agitd a 10-20 °C durante 10 minutos. A la mezcla se afadio acido perclérico
(70%, 0.68 mL, 8.3 mmol) a gotas a 0 °C. La mezcla de reaccién se agit6 luego a 10-20 °C
durante la noche. La mayor parte del compuesto 1la se consumié de acuerdo con TLC y
LCMS. La mezcla de reaccion se diluyé con éter de petréleo y se apag6 con carbonato de
sodio sat. acuoso. La suspension se filtr6 y el sélido se lavé con DCM/metanol (viv = 1). El
filtrado combinado se concentré in vacuo. El residuo se purificO mediante cromatografia
instantanea (acetato de etilo al 0-100% en éter de petréleo) para dar el compuesto 1b (0.15
g, rendimiento del 16%) como un sélido blanco. ESI m/z: 467.1 (M + H)". El compuesto 1b
fue purificacion adicional mediante prep-HPLC (método B) dio el compuesto R-1b (40 mg,
rendimiento del 39%) y S-1b (10 mg, rendimiento del 9%) como sdlidos blancos. ESI m/z:

467 (M + H)".
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[822] (1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-8-(2-
hidroxiacetil)-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapenta  ciclo[10.8.0.02 °.0*8,02318)icosa-14,17-
dien-16-ona ( R-1b)

[823] Se emplearon ciertos métodos y/o intermedios en EP0262108Al, cuyo
contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos los
propositos:

[824] El compuesto R-1b es

[825] *H NMR (400 MHz, MeODg,) & 7.34 (dd, J = 10.1, 1.3 Hz, 1H), 6.37-6.32 (m,
2H), 5.65-5.48 (m, 1H), 4.63 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.55 (d, J = 19.4 Hz, 1H), 4.33-4.28 (m, 2H),
2.74-2.59 (m, 1H), 2.38-2.32 (M, 1H), 2.26-2.16 (m, 2H), 1.70-1.41 (m, 12H), 0.97-0.93 (m,
6H) ppm. HPLC Anal.: >99.9%, Tiempo de retencion: 8.05 min (método A).

[826] (1S,2S5,4R,8S,9S,11S,12R,13S)-12-Fluoro-11-hidroxi-8-(2-hidroxiacetil)-
9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02  °.0*8.02*18)icosa-14,17-dien-16-ona

(1h)

[827] Siguiendo el procedimiento para hacer el compuesto 1b, el compuesto 1g (1.3
g, 3.0 mmol) se convirti6 al compuesto 1h (1.1 g, rendimiento del 85%) como un sélido
blanco. ESI m/z: 449 (M+1)".

EJEMPLO 70

[828] Procedimiento general A para la sintesis de mesilat o0s (Ms) 2 en la
FIGURA 31:

[829] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[830] A una solucion de compuesto 1 (1c, 1d, 1le, 1f, o 1h, 1 eq.) en piridina (10 mL
por gramo de 1) se afiadieron 4-dimetilaminopiridina (2 eq.) y cloruro de metanosulfonilo
(1.5 eq.) a gotas a 0 °C. Después de agitarse a temperatura ambiente durante 2 horas y
monitorear la reaccion mediante LCMS hasta que el compuesto 1 (1c, 1d, 1le, 1f, o 1h, 1

eg.) se consumio totalmente, la mezcla resultante se vertié en acetato de etilo (100 mL). La
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mezcla se lavo con clorhidrato acuoso diluido (1N) a pH= 7 y con salmuera, se secO sobre
sulfato de sodio y se concentrd. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia

instantdnea (MeOH al 0-2% en DCM) para dar el compuesto 2 (2c, 2d, 2e, 2f, o0 2h, 1 eq.).

EJEMPLO 71
[831] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
[832] Metanosulfonato de 2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-difluoro-
11-hidroxi-9,13-dimetil-16-ox0-6-propil-5,7-dioxape  ntaciclo[10.8.0.02, °.0*8.023,18]icosa-
14,17-dien-8-il]-2-oxoetilo (2b)

[833] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[834] A una solucion de compuesto 1b (0.28 g, 0.65 mmol)) en DCM (3 mL) se
afiadié trietilamina (0.13 g, 1.3 mmol) y cloruro de metanosulfonilo (89 mg, 0.78 mmol).
Después de agitarse a 0 °C durante media hora hasta que el compuesto 1b se consumio de
acuerdo con TLC, la mezcla de reaccién se concentro in vacuo. El residuo en gel de silice
se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo al 0-50% en
éter de petréleo) para dar el compuesto 2b (0.26 g, rendimiento > 99%) como un soélido
blanco. ESI m/z: 545 (M + H)".

EJEMPLO 72

[835] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[836] Metanosulfonato de 2-[(1 R,2S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1-fluoro-14,17-
dihidroxi-2,13,15-trimetil-5-oxotetraciclo[8.7.0.0  *”.0"""*]nheptadeca-3,6-dien-14-il]-2-
oxoetilo (2c)

[837] Se emplearon ciertos métodos y/o intermedios en W0O2015/71657 Al, cuyo
contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos los

propositos:

[838] Siguiendo el Procedimiento general A, se obtuvo el compuesto 2¢ (0.32 g,
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rendimiento del 50%) como un solido blanco a partir de dexametasona (1c, 0.53 g, 1.4
mmol). ESI m/z: 471 (M + H)*. *H NMR (MeODg,, 500 MHz) 6 7.42 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.31
(dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H), 6.10 (s, 1H), 5.27 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 5.04 (d, J = 18.0 Hz, 1H),
4.30-4.27 (m, 1H), 3.21 (s, 3H), 3.10-3.05 (m, 1H), 2.78-2.71 (m, 1H), 2.55-2.40 (m, 1H),
2.36-2.32 (m, 1H), 2.27-2.21 (m, 1H), 1.93-1.88 (m, 1H), 1.82-1.74 (m, 1H), 1.61 (s, 3H),
1.58-1.51 (m, 2H), 1.25-1.20 (m, 1H), 1.06 (s, 3H), 0.89 (d, J = 7.5 Hz, 3H) ppm.
EJEMPLO 73

[839] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[840] Metanosulfonato de 2-[(1 R,2S,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-1,8-difluoro-
14,17-dihidroxi-2,13,15-trimetil-5-oxotetraciclo[8.  7.0.0.0'"**]heptadeca-3,6-dien-14-il]-
2-oxoetilo (2d)

[841] Se emplearon ciertos métodos y/o intermedios en Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2015, 25, 2837-2843, cuyo contenido completo se incorpora aqui por referencia en su
totalidad para todos los propdsitos:

[842] Siguiendo el Procedimiento general A, el compuesto 2d (0.17 g, rendimiento
del 71%) se obtuvo como un sdlido blanco a partir de flumetasona (1d, 0.20 g, 0.49 mmol).
ESI m/z: 489 (M + H)".

EJEMPLO 74

[843] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[844] Metanosulfonato de  2-((8 S,9R,10S,11S,13S,14S,16R,17S)-9-fluoro-
11,16,17-trihidroxi-10,13-dimetil-3-ox0-6,7,8,9,10, 11,12,13,14,15,16,17-dodecahidro-3 H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)-2-oxoetilo (2e)

[845] Siguiendo el Procedimiento general A, se obtuvo el compuesto 2e (0.38 g,
rendimiento del 81%) como un solido blanco a partir de triamcinolona (1e, 0.39 g, 1.0
mmol). ESI m/z: 473 (M + H)".

EJEMPLO 75

[846] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
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[847] Metanosulfonato de 2-((6 S,8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-11,17-dihidroxi-
6,10,13-trimetil-3-0x0-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16 ,17-dodecahidro-3 H-

ciclopenta[a]fenantren-17-il)-2-oxoetilo (2f)

[848] Siguiendo el Procedimiento general A, se obtuvo el compuesto 2f (0.16 g,
rendimiento del 35%) como un soélido blanco a partir de metilprednisolona (1f, 0.38 g, 1.0
mmol). ESI m/z: 453 (M + H)".

EJEMPLO 76

[849] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[850] Metanosulfonato de 2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S)-12-fluoro-11-hidroxi-
9,13-dimetil-16-ox0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10  .8.0.02°.0*8.01*18]icosa-14,17-dien-

8-il]-2-oxoetilo (2h)

[851] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[852] Siguiendo el Procedimiento general A, se obtuvo el compuesto 2h (0.45 g,
rendimiento del 85%) como un sélido blanco a partir de metilprednisolona (1h, 0.39 g, 1.0
mmol). ESI m/z: 528 (M + H)".

EJEMPLO 77

[853] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[854] Sintesis de la carga util de esteroides 4b.

[855] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Azidoacetil)-12,19-difluoro-11-
hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[1 ~ 0.8.0.02°.0*8.01*18]icosa-14,17-dien-

16-ona (3b)

[856] Una suspension del compuesto 2b (1.0 g, 1.8 mmol) y azida de sodio (1.2 g,
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18 mmol) en acetona (15 mL) se agit6 a 50 °C durante la noche, momento en el que la
reaccion se completé de acuerdo con el andlisis de LCMS. Después de enfriar la
suspension, la mezcla de reaccion se vertio en agua fria (80 mL). La mezcla acuosa se
extrajo con acetato de etilo (50 mL x 3). La solucién organica combinada se lavé mediante
salmuera (30 mL), se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré in vacuo para proporcionar
el compuesto 3b crudo (0.90 g, rendimiento > 99%) como un soélido amarillo, que se utilizd
para la siguiente etapa sin purificacion adicional. ESI m/z: 492 (M + H)".

[857] (1S,2S,4R,6R,8S5,9S,11S,12R,13S,19S)-8-(2-Aminoacetil)-12,19-difluoro-11-
hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[l ~ 0.8.0.02°.0*8.01318)icosa-14,17-dien-

16-ona; sal del &cido trifluoroacético (4b)

[858] A un matraz de fondo redondo de 100 mL se afiadié el compuesto 3b (0.85 g,
1.7 mmol), seguido por la adicién de THF (20 mL) y clorhidrato ac. (1 N, 10 mL). La mezcla
se agité a 28-32 °C hasta que se volvio clara, a la cual luego se afadi6 trifenilfosfina (0.68
g, 2.6 mmol) a esta temperatura. La solucion clara amarilla resultante se agité a 28-32 °C
durante 18 horas, cuando la reaccion se complet6 de acuerdo con TLC y LCMS. La mezcla
se concentré bajo vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia instantanea de fase
inversa (acetonitrilo al 0-50% en TFA acuoso (0.05%)) para dar el compuesto del titulo 4b
(0.56 g, rendimiento del 57%, sal de TFA) como un sélido blanquecino. ESI m/z: 466 (M +
H)*. *H NMR (400 MHz, MeODy,) & 7.33 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 6.40-6.29 (m, 2H), 5.69-5.45
(m, 1H), 4.93-4.92 (m, 1H), 4.71 (t, J = 4.3 Hz, 1H), 4.35-4.27 (m, 2H), 3.90-3.84 (m, 1H),
2.81-2.54 (m, 1H), 2.42-2.06 (m, 3H), 1.82-1.32 (m, 11H), 1.09-0.87 (m, 6H) ppm. **F NMR
(376 MHz, MeODy,) 6 -77.01, -166.24, -166.92, -188.81, -188.83 ppm. HPLC Anal.: 100%,
Tiempo de retencion: 6.86 min (método A).

EJEMPLO 78

[859] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[860] Trifluoroacetato de (1 R,2S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-14-(2-aminoacetil)-
1-fluoro-14,17-dihidroxi-2,13,15-trimetiltetraciclo [8.7.0.02'7.011*15]heptadeca—3,6-dien-5-

ona (4c)
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[861] Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 77 para hacer el compuesto 4b,
excepto la sustitucion del compuesto 2c por el compuesto 2d, el compuesto 4¢ como la sal
de TFA se obtuvo (0.50 g, rendimiento del 53% en 2 etapas) como un sélido blanco. ESI
m/z: 392 (M + H)". *"H NMR (400 MHz, DMSOgg) & 8.22 (s, 3H), 7.35 (d, J = 10.0 Hz, 1H),
6.19 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 5.98 (s, 1H), 5.60 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 5.38 (s, 1H), 4.30-4.10 (m,
2H), 3.62 (d, J = 18.8 Hz, 1H), 2.98-2.83 (m, 1H), 2.65-2.50 (m ,1H), 2.50-2.22 (m, 2H),
2.20-2.01 (m, 2H), 1.80-1.72 (m, 1H), 1.72-1.58 (m, 1H), 1.46 (s, 3H), 1.46-1.25 (m, 2H),
1.13-1.01 (m, 1H), 0.89 (s, 3H), 0.78 (d, J = 6.8 Hz, 3H) ppm. °F NMR (376 MHz, DMSOg)
0-73.79, -164.32 ppm. HPLC Anal.: > 99%, Tiempo de retencién: 6.34 min (método A).

EJEMPLO 79

[862] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[863] Trifluoroacetato de (1 R,2S5,8S,10S,11S,13R,14R,15S,17S)-14-(2-
aminoacetil)-1,8-difluoro-14,17-dihidroxi-2,13,15-t  rimetiltetraciclo

[8.7.0.027.01115|heptadeca-3,6-dien-5-ona (4d)

[864] Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 77 para hacer el compuesto 4b,
excepto la sustitucion del compuesto 2d por el compuesto 2b, se obtuvo el compuesto 4d
como sal de TFA (0.18 g, rendimiento del 21% en 2 etapas) como un solido blanco. ESI
m/z: 410 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, DMSOg) & 8.17 (s, 3H), 7.36 (d, J = 10.3 Hz, 1H),
6.29 (dd, J = 10.2, 1.7 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 5.74-5.54 (m, 2H), 5.42 (s, 1H), 4.28-4.10 (m,
2H), 3.70-3.59 (m, 1H), 3.02-2.89 (m, 1H), 2.58-2.40 (m, 1H), 2.31-2.12 (m, 3H), 2.08 (s,
1H), 1.77-1.64 (m, 1H), 1.51-1.44 (m, 4H), 1.16-1.06 (m, 1H), 0.91 (s, 3H), 0.82 (d, J = 7.2
Hz, 3H).ppm. **F NMR (376 MHz, DMSOg) 6 -73.65, -163.75, -186.04 ppm. HPLC Anal.: >
99%, Tiempo de retencion: 6.36 min (método A).

EJEMPLO 80
[865] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
[866] Triluoroacetato de (8 S,9R,10S,11S,13S,14S,16R,17S)-17-(2-aminoacetil)-9-

fluoro-11,16,17-trihidroxi-10,13-dimetil-7,8,11,12, 13,15,16,17-octahidro-6 H-
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ciclopenta[a]fenantren-3(9 H,10H,14H)-ona (4e)

[867] Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 77 para hacer el compuesto 4b,
excepto la sustitucion del compuesto 2e por el compuesto 2b, se obtuvo el compuesto 4e
como sal de TFA (28 mg, rendimiento del 21% en 2 etapas) como un solido blanco. ESI
m/z: 394 (M + H)". *H NMR (500 MHz, DMSOygs) & 8.04 (s, 3H), 7.33 (d, J = 10 Hz, 1H), 6.24
(dd, J = 10 Hz, 1.0 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 5.53 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 5.50-5.45 (m, 1H), 5.04 (s,
1H), 4.76-4.70 (m, 1H), 4.20-4.12 (m, 2H), 3.68 (d, J = 20 Hz, 1H), 2.66-2.57 (m, 1H), 2.40-
2.20 (m, 3H), 2.20-2.10 (m, 1H), 1.90-1.70 (m, 2H), 1.50-1.20 (m, 6H), 0.89 (s, 3H)ppm.
HPLC Anal.: > 99%, Tiempo de retencién: 5.79 min (método A).

EJEMPLO 81

[868] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[869] (6S,8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-17-(2-Aminoacetil)-11,17-dihidroxi-
6,10,13-trimetil-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-do decahidro-3 H-ciclopenta[a]fenantren-

3-ona (4f)

[870] Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 77 para hacer el compuesto 4b,
excepto reemplazar 2b con 2f y agitar a 60 °C, no 28~32 °C, en la 22 etapa, se obtuvo el
compuesto 4f (10 mg, rendimiento del 14% en 2 etapas) como un solido amarillo después
de la purificacién mediante prep-HPLC (método B). ESI m/z: 466 (M + H)". '"H NMR (400
MHz, MeODg4) & 8.50 (s, 1H), 7.50 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.27 (dd, J = 1.6 Hz, 10.0 Hz, 1H),
6.02 (s, 1H), 4.43-4.42 (m, 1H), 4.32-4.27 (m, 1H), 3.80-3.76 (m, 1H), 2.79-2.73 (m, 2H),
2.29-2.15 (m, 3H), 1.83-1.50 (m, 7H), 1.10-0.80 (m, 8H) ppm.

EJEMPLO 82

[871] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[872] (1S,25,4R,8S,9S,11S,12R,13S)-8-(2-Aminoacetil)-12-fluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02  °.0*8.01318]icosa-14,17-dien-16-ona  (4h)

con isdmeros 22 R/S (relacion 2:1)
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[873] Siguiendo el procedimiento en el Ejemplo 77 para hacer el compuesto 4b,
excepto la sustitucion del compuesto 2h (0.26 g, 0.5 mmol) por el compuesto 2b, se obtuvo
el compuesto 4h (5 mg, rendimiento del 6% en 2 etapas) como un sélido amarillo después
de la purificacién mediante prep-HPLC (método A) dos veces. ESI m/z: 448 (M + H)*. 'H
NMR (500MHz, DMSOgs) 6 8.04 (s, 3H), 7.95-7.70 (m, 1H), 7.32 (d, J = 10 Hz, 1H), 6.24 (d,
J = 9.0 Hz, 1H), 6.02 (s, 1H), 5.65-5.55 (m, 1H), 5.18 (t, J = 4 Hz, 0.24H), 5.12 (d, J = 5 Hz,
0.24H), 4.77 (d, J = 5.0 Hz, 0.76H), 4.66 (t, J = 4 Hz, 0.76H), 4.25-4.10 (m, 2H), 3.80-3.70
(m, 1H), 2.65-2.55 (m, 1H), 2.36-2.30 (m, 1H), 2.05-1.95 (m, 2H), 1.85-1.75 (m, 1H), 1.70-
1.55 (m, 4H), 1.48 (s, 3H), 1.40-1.30 (m, 3H), 1.25-1.20 (m, 1H), 0.90-0.80 (m, 6H) ppm. *°F
NMR (376 MHz, DMSOg) & -73.51 (3F), -164.50 (0.3F), -165.27 (0.7F) ppm.

EJEMPLO 83

[874] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[875]  Trifluoroacetato  de (1 S,25,4R,8S,9S5,11S,12R,13S,19S)-8-{2-[(4-
aminofenil)amino]acetil}-12,19-difluoro-11-hidroxi- 9,13-dimetil-6-propil-5,7-

dioxapentaciclo[10.8.0.02 °.0*8.01318]icosa-14,17-dien-16-ona (5-1)

[876] Al compuesto 2b (0.10 g, 0.18 mmol) en DMF (2 mL) en un tubo con tap6n de
rosca se afadieron 4-hidroxianilina (0.10 mg, 0.92 mmol), trietilamina (0.20 g, 2.0 mmol) y
yoduro de sodio (0.10 g, 0.67 mmol). La mezcla se agité a 70 °C durante 5 horas, lo cual se
monitore6 mediante LCMS. La mezcla de reaccion se purificé directamente dos veces
mediante prep-HPLC (método A) para dar el compuesto 5-1 (10 mg, rendimiento del 8%)
como un sélido blanco. ESI m/z: 557 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOgs) 6 9.59 (br s,
3H), 7.50-5.96 (m, 8H), 5.76-3.81 (m, 7H), 2.73-2.55 (m, 1H), 2.28 (s, 1H), 2.20-1.99 (m,
2H), 1.86-1.79 (m, 1H), 1.70-1.27 (m, 10H), 0.93-0.76 (m, 6H) ppm. *°F NMR (376 MHz,
DMSOg) 6 -73.90, -164.22, -165.02, -186.37 ppm. HPLC Anal.: > 99%, Tiempo de

retencion: 7.55 min (método A).



10

15

20

25

271

EJEMPLO 84

[877] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
Procedimiento general B para hacer el compuesto 6 sustituyendo el compuesto 2 con
fenol:

[878] A acetona o acetonitrilo caliente (60-65 °C) se afiadieron el compuesto 2 (1
eg.), el fenol correspondiente (2.0-2.5 eq.) y carbonato de potasio o carbonato de cesio
(2.0-3.0 eq.). La suspension resultante se sometié a reflujo durante 2-3 horas, se monitore6
mediante LCMS y TLC. Después de enfriarse a temperatura ambiente, los compuestos
volatiles se removieron in vacuo y al residuo se afiadié agua. La mezcla acuosa se extrajo
con acetato de etilo. La solucién organica combinada se lavd con agua y salmuera, se seco
sobre sulfato de sodio y se concentré in vacuo. El producto crudo se utilizé para la siguiente
etapa directamente o se purificO mediante cromatografia instantanea o prep-HPLC para dar
aril éster 6 puro.

EJEMPLO 85

[879] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[880] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R, 13S,19S)-8-[2-(4-Aminofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxa  pentaciclo[10.8.0.02 *°.0*8,02318]icosa-

14,17-dien-16-ona (6-1)

[881] Siguiendo el procedimiento general B en una reaccion de 2b (calc. como 0.17
mmol) con 4-aminofenol (37 mg, 0.34 mmol) y carbonato de cesio (0.11 g, 0.34 mmol) en
acetona (0.5 mL), el compuesto del titulo 6-1 (6.0 mg, rendimiento del 6.3% a partir de 1b)
se obtuvo como un sdlido blanco después de la purificacion mediante prep-HPLC (método
B). ESI m/z: 298 (M/2 + H)*, 558 (M + H)* (10%). *H NMR (500 MHz, MeODy,) & 7.34 (d, J =
10.0 Hz, 1H), 6.78-6.71 (m, 4H), 6.37-6.33 (M, 2H), 5.63-5.49 (m, 1H), 5.10-4.99 (m, 1H),
4.77-4.63 (m, 2H), 4.33 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 2.74-2.57 (m, 1H), 2.39-2.13 (m, 3H), 1.98-1.31
(m, 12H), 1.03-0.93 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.: pureza 97.4%, Tiempo de retencion: 7.55

min (método B).
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EJEMPLO 86

[882] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[883] (1S,25,4R,6S,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(4-Aminofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxa ~ pentaciclo[10.8.0.02 °.0*2.01*18]icosa-

14,17-dien-16-ona ( S-6-1)

[884] Siguiendo el procedimiento general B, excepto reemplazar 2b con S-2Db, el
compuesto S-6-1 (19 mg, rendimiento del 19% en 2 etapas a partir de S-2b) se obtuvo como
un sélido blanco. ESI m/z: 558 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, DMSOgs) 6 7.26 (dd, J = 10.2,
1.0 Hz, 1H), 6.65-6.55 (m, 2H), 6.51-6.44 (m, 2H), 6.30 (dd, J = 10.2, 1.9 Hz, 1H), 6.11 (s,
1H), 5.74-5.46 (m, 2H), 5.23 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 5.14 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 4.99 (d, J = 18.2
Hz, 1H), 4.74-4.55 (m, 3H), 4.26-4.12 (m, 1H), 2.65-2.53 (m, 1H), 2.29-2.19 (m, 1H), 2.13-
1.94 (m, 2H), 1.86-1.22 (m, 11H), 0.92-0.78 (m, 6H) ppm. *°F NMR (376 MHz, DMSOq) & -
164.26, -186.38 ppm. HPLC Anal.: > 99%, Tiempo de retencion: 7.34 min (método B).

EJEMPLO 87

[885] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[886] Se emplearon ciertos métodos en Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 7551-7560,
cuyo contenido completo se incorpora aqui por referencia en su totalidad para todos los
propésitos.

[887] Etapa uno : 4-Amino(2H,)fenol:

D
D OH
H2N:<>:D
D

[888] En un tubo de microondas de 20 mL se cargd 4-hidroxianilina (0.97 g, 8.9
mmol), 6xido de deuterio (D,O, 10 mL) y cloruro de deuterio conc. (DCI, 125 uL) para dar
una suspension. El tubo se llené con atmosfera de nitrogeno, se sell6 y se irradid con
microondas (CEM Discover SP) a 180 °C durante 2.5 horas, lo cual se monitore6 mediante

LCMS. La mezcla se enfrié luego a temperatura ambiente (28-32 °C) y se mantuvo a esta
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temperatura durante 18 horas. Los compuestos volatiles se removieron in vacuo para dar
residuo marrén, que se suspendié en 6xido de deuterio (10 mL) en un tubo de microondas
de 20 mL. El tubo se llené con nitrogeno, se sell6 y se irradié con microondas a 180 °C
durante 5.5 horas. Después de enfriarse a temperatura ambiente (28-32 °C), la mezcla se
mantuvo a esta temperatura durante 16 horas. Los compuestos volatiles se removieron in
vacuo Y el residuo se purific6 mediante cromatografia instantanea (acetato de etilo al 10-
60% en éter de petréleo) para proporcionar 4-Amino(2H,)fenol (0.50 g, rendimiento del 50%)
como un solido marrén. *H NMR (500 MHz, DMSOg) & 8.31 (s, 1H), 4.36 (s, 2H) ppm.
[889] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-{2-[4-Amino(2,3,5,6-2H 4)fenoxi]acetil}-

12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7 -

dioxapentaciclo[10.8.0.02 '9.0*®.01*18]icosa-14,17-dien-16-ona (6-1 D)

[890] Etapa dos : A una mezcla de 4-Amino(2H,)fenol (0.10 g, 0.88 mmol) en DMSO
(3 mL) se afiadio hidroxido de potasio (45 mg, 0.80 mmol). Después de agitarse a 28-32 °C
durante 2 minutos y luego agitar a 60 °C, a la mezcla se afiadié compuesto 2b (0.20 g, 0.40
mmol) en una porcién y se agité bajo proteccion con nitrégeno a 60 °C durante una hora.
Después de enfriarse a temperatura ambiente, la mezcla se purificé directamente mediante
prep-HPLC (método A) y luego mediante prep-HPLC (método B) para proporcionar 6-11 (10
mg, rendimiento del 4.4%) como un soélido blanquecino. ESI m/z: 562 (M + H)". 'H NMR
(400 MHz, DMSOgg) 6 7.27 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.30 (dd, J = 10.1, 1.7 Hz, 1H), 6.12 (s,
1H), 5.74-5.45 (m, 2H), 5.03-4.93 (m, 1H), 4.82-4.58 (m, 4H), 4.27-4.14 (m, 1H), 3.33 (s,
1H), 2.70-2.53 (m, 1H), 2.31-2.20 (m, 1H), 2.14-1.93 (m, 2H), 1.86-1.70 (m, 1H), 1.67-1.24
(m, 10H), 0.92-0.73 (m, 6H) ppm. *°*F NMR (376 MHz, DMSOQy¢) & -164.24, -165.05, -186.35
ppm. HPLC Anal.: 98.41%, Tiempo de retencién: 7.34 min (método B)

[891] EI compuesto 6-1 D es Uutil, por ejemplo, para métodos analiticos.

EJEMPLO 88
[892] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
[893] Trifluoroacetato de (1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(4-amino-3-

metoxifenoxi)acetil]-12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13  -dimetil-6-propil-5,7-
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dioxapentaciclo[10.8.0.02 .0*8.01*18]icosa-14,17-dien-16-ona (6-1)

[894] Siguiendo el procedimiento general B, haciendo reaccionar el compuesto 2b
(0.50 g, 0.92 mmol) con 4-amino-3-metoxifenol (0.32 g, 2.3 mmol) y carbonato de cesio
(0.60 g, 1.8 mmol) en acetonitrilo (20 mL), el compuesto 6-II (0.25 g, rendimiento del 47%)
se obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z: 588 (M + H)*. *"H NMR (400 MHz, DMSOgs) &
9.00 (s, 2H), 7.33-7.23 (m, 1H), 7.16-7.08 (m, 1H), 6.77-6.68 (m, 1H), 6.52-6.41 (m, 1H),
6.35-6.27 (m, 1H), 6.12 (s, 1H), 5.74-5.51 (m, 2H), 5.31-5.11 (m, 2H), 4.98-4.68 (m, 3H),
4.28-4.15 (m, 1H), 3.90-3.83 (m, 3H), 2.74-2.55 (m, 1H), 2.35-2.21 (m, 1H), 2.17-1.97 (m,
2H), 1.88-1.75 (m, 1H), 1.67-1.28 (m, 10H), 0.93-0.78 (m, 6H) ppm. HPLC Anal.; > 99%,
Tiempo de retencion: 7.68 y 7.72 min (método A).

EJEMPLO 89

[895] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.

[896] Preparacion del compuesto 6-lli

[897] (1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-8-[2-(4-Amino-3-fluorofenoxi)acetil]-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*8.01318]icosa-

14,17-dien-16-ona (6-111)

[898] A una botella de fondo redondo se afiadieron el compuesto 2e (0.20 g, 0.37
mmol), 4-amino-3-fluorofenol (0.25 g, 2.0 mmol), hidréxido de potasio (0.11 g, 2.0 mmol) y
DMSO (3 mL) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agité a 60 °C durante una
hora bajo proteccién con nitrégeno hasta que se complet6 la reaccion, lo cual se monitored
mediante TLC y LCMS. Después de enfriarse a temperatura ambiente y filtrarse a través de
membrana, la solucién de reaccion se purificé directamente mediante prep-HPLC (método
A) para dar el compuesto del titulo 6-ll (40 mg, rendimiento del 19%) como un sélido
blanquecino. ESI m/z: 576 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, MeODy,) & 7.40-7.31 (m, 1H), 7.20

(td, = 9.1, 1.9 Hz, 1H), 6.91-6.84 (m, 1H), 6.80-6.76 (m, 1H), 6.40-6.30 (M, 2H), 5.57 (ddd,
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J =486, 9.7, 6.8 Hz, 1H), 5.15 (d, J = 18.1 Hz, 1H), 4.90-4.79 (m, 2H), 4.75 (t, J = 4.3 Hz,
1H), 4.41-4.28 (m, 1H), 2.78-2.57 (m, 1H), 2.40-2.12 (m, 3H), 1.98-1.39 (m, 11H), 1.07-0.92
(m, 6H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencién: 8.10 min (método A).
EJEMPLO 90
[899] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 2 y la FIGURA 31.
[900] (6S,8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-17-(2-(4-Aminofenoxi)acetil)-11,17-
dihidroxi-6,10,13-trimetil-6,7,8,9,10,11,12,13,14,1 5,16,17-dodecahidro-3 H-

ciclopenta[a]fenantren-3-ona (6-VI)

[901] A una solucién de compuesto 2f (60 mg, 0.13 mmol) en DMF (3 mL) se
afiadieron carbonato de cesio (86 mg, 0.26 mmol) y N-Boc-4-aminofenol (28 mg, 0.13
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 horas, lo cual se
monitore6 mediante LCMS. La mezcla se diluy6 con acetato de etilo (10 mL). La solucion
organica se lavo con agua (10 mL), se secO sobre sulfato de sodio y se concentrd. El
residuo blanco (50 mg, ESI m/z: 566 (M + H)") se disolvi6 en DCM (5 mL) y a la solucién se
afiadié TFA (0.5 mL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 2
horas hasta que se removié totalmente el Boc de acuerdo con LCMS. Los compuestos
volatiles se removieron in vacuo. Y el residuo se purific6 mediante cromatografia
instantanea de fase inversa (acetonitrilo al 0-25% en agua) para dar 6-VI (10 mg,
rendimiento del 7.5%) como un sélido blanco. ESI m/z: 466 (M + H)*. '"H NMR (400 MHz,
DMSOg) & 7.32 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.61-6.58 (m, 2H), 6.51-6.47 (m, 2H), 6.19 (dd, J =
10.0, 1.6 Hz, 1H), 5.82 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 5.39 (s, 1H), 5.04-5.01 (m, 3H), 4.66 (d, J = 3.2
Hz, 1H), 4.58 (d, J = 18.0 Hz, 1H), 4.30 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 2.67-2.50 (m, 2H), 2.13-2.01 (m,
2H), 1.93-1.89 (m, 1H), 1.67-1.61 (m, 3H), 1.45-1.30 (m, 5H), 1.01 (d, J = 3.2 Hz, 3H), 0.95-
0.71 (m, 5H) ppm.

EJEMPLO 91

[902] Este ejemplo demuestra los procedimientos sintéticos generales para hacer
intermedios de Enlazador-Cargas utiles en la Tabla 4.

[903] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y las FIGURAS 31y
33.

[904] La sintesis de los Enlazador-Cargas utiles (LP1-LP16) comenz6 haciendo
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carbonatos L4 a partir de las reacciones de aminas (4) o anilinas (6) con Val-Cit-PAB-PNP
protegido (L2a o L2b) seguido por la desproteccion de N, o a partir de la generacion de las
amidas L4 entre anilinas (6) con Val-Cit-OH o Fmoc-Val-Ala-OH protegidos con Boc 0 Fmoc
(L3a-c) seguido por desproteccion de N. Luego, los compuestos L4 se acoplaron
directamente con L9 o L10 para generar los enlazador-esteroides finales LP1, LP2, LPS3,
LP13, LP14, LP15 y LP16. Los compuestos L4 también se acoplaron con Fmoc-D-Lys-COT
L5 seguido por de-Fmoc para producir L6, que se sometieron a cicloadiciones [3+2] con
azido-ciclodextrina (7a) o azido sulfonatos (7b o 7c) para generar L8. Finalmente, se
utilizaron reacciones de acoplamiento de L8 con acido PEG, o NHS éster (L9 o L10) para
producir el enlazador-carga util LP5, LP8, LP10, y LP12.

[905] Procedimiento general C para la sintesis del interm  edio L4:

[906] A una solucion de carga util 4 0 6 (1.0 eq.) y Boc-vcPAB-PNP (1.1 eq.) en DMF
(2 mL por 10 mg de carga util) se afiadieron HOBt (1.0 eq.) y DIPEA (2.0 eq.) a temperatura
ambiente. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente (18-30 °C) durante la
noche hasta que se consumid la carga util, lo cual se monitore6 mediante LCMS. Después
de filtrarse a través de una membrana, la solucién de reaccion se purificé directamente
mediante prep-HPLC para dar Boc-L4 (rendimiento del 52%) como un soélido blanco, que se
disolvio en DCM (0.6 mL por mg de Boc-L4). A esta solucion se afiadid a gotas TFA (0.2
mL por mg de Boc-L4) a 0 °C. La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente (18-30 °C)
durante una hora hasta que se removio el Boc, lo cual se monitore6é mediante LCMS. Los
compuestos volatiles se removieron in vacuo para dar el compuesto L4, que se utilizé para
la siguiente etapa sin purificacion adicional.

[907] Procedimiento general D para la sintesis del interm  edio L4:

[908] A una solucion de carga util 4 o 6 (1.0 eq.) en DMF (0.3 mL por 10 mg de
carga util) se afadieron Fmoc-vcPAB-PNP (1.1 eq.), HOBt (1.5 eq.) y DIPEA (2.0 eq.) a
temperatura ambiente. La mezcla se agitd a temperatura ambiente (18-30 °C) durante 3
horas hasta que se consumié totalmente la carga util, lo cual se monitore6 mediante LCMS.
A la mezcla de reaccién se afiadi6 piperidina (0.03 mL por 10 mg de carga util) y la mezcla
se agité a temperatura ambiente (18-30 °C) durante una hora hasta que se removié el
Fmoc, lo cual se monitoreé mediante LCMS. Después de filtrarse a través de membrana, la
solucién de reaccién se purificd directamente mediante cromatografia instantanea de fase
inversa o prep-HPLC para dar el compuesto L4.

[909] Procedimiento general E para la sintesis del interm  edio L4:
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[910] A una solucién de Boc-Val-Ala-OH o Boc-Val-Cit-OH (1.0 eg.) en DCM (0.2 mL
por 10 mg de péptido) se afadieron DIPEA (2.0 eq.) y HATU (1.2 eq.) a 20-25 °C. La
mezcla se agit6 a 20-25 °C durante 30 minutos, seguido por la adicion de anilina (1.1 eq.) y
se agitd adicionalmente durante 16 horas hasta que el péptido se consumié totalmente, lo
cual se monitore6 mediante LCMS. A la mezcla de reaccion se afiadié luego TFA (0.05 mL
por 10 mg de péptido). La mezcla se agité a 20-25 °C durante otra hora. Los compuestos
volatiles se removieron bajo presién reducida y el residuo se purificé directamente mediante
prep-HPLC (método B) para dar el compuesto L4.

[911] Procedimiento general F para la sintesis del interm  edio L4:

[912] A una solucién de Fmoc-Val-Ala-OH (1.2 eq.) en DMF (0.2 mL por 10 mg de
péptido) se afiadieron DIPEA (3.0 eq.) y HATU (1.4 eq.) a 20-25 °C. La mezcla se agit6 a
20-25 °C durante 5 minutos, seguido por la adiciébn de anilina (1.0 eq.) y la mezcla
resultante se agité adicionalmente durante 2 horas hasta que el péptido se consumio
totalmente, lo cual se monitore6 mediante LCMS. A la mezcla de reaccion se afiadio luego
piperidina (5.0 eq.). La mezcla se agité a 20-25 °C durante 2 horas. Después de filtrarse a
travées de membrana, la solucibn de reaccibn se purificO directamente mediante
cromatografia instantdnea de fase inversa (acetonitrilo al 0-100% en bicarbonato de amonio
acuoso (10 mM)) o prep-HPLC (método B) para dar el compuesto L4.

EJEMPLO 92

[913] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[914] Preparacion del compuesto L4a, VA-R-6-VI

[915] (2S)-2-Amino- N-[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-
hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapenta  ciclo[10.8.0.0 #°.0*%.0***icosa-

14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}fenil)carbamoil]etil]-3  -metilbutanamida

H

0 HH
NEEHO
o) a 0
H
O ©oH

o

2T
H2N NI"HLN
o) H

[916] Siguiendo el Procedimiento general E (rendimiento del 65%) o F (rendimiento
del 53%) a partir de R-6-VI, el compuesto L4a se obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z:
692 (M + H)". *H NMR (500 MHz, DMSOgs) & 9.95 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 8.19-8.09 (m, 1H),
7.54-7.47 (m, 2H), 7.33 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 6.85 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.22-6.13 (m, 1H),
5.93 (s, 1H), 5.14-5.04 (m, 1H), 4.86-4.77 (m, 2H), 4.75 (d, J = 4.2 Hz, 1H), 4.70 (t, J = 4.3

Hz, 1H), 4.48-4.38 (m, 1H), 4.34 (s, 1H), 3.01 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 2.58-2.52 (m, 1H), 2.33-
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2.25 (m, 1H), 2.13-2.06 (m, 1H), 2.03-2.00 (m, 1H), 1.95-1.89 (m, 1H), 1.88-1.84 (m, 2H),
1.63-1.53 (m, 5H), 1.45-1.33 (m, 6H), 1.32-1.26 (m, 3H), 1.06-0.93 (m, 2H), 0.92-0.82 (m,
10H), 0.80-0.75 (m, 3H) ppm.
EJEMPLO 93
5 [917] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[918] Preparacion del compuesto L4b, vcPAB-4b

[919]  N-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*8.01318)icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetil}carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-amino-3-metilbutanamido]-5-

10 (carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo

(0]

Py

HzN\/ng\)(iN/@/\o N
1

N NH
H 2

[920] Siguiendo el Procedimiento general D a partir del compuesto 4b, (93 mg, 0.20
mmol), el compuesto vcPAB-4b (0.13 g, rendimiento del 73%) se obtuvo después de la
purificacibn mediante cromatografia instantanea de fase inversa (acetonitrilo al 50-80% en

15  bicarbonato de amonio acuoso (10 mM) como un sdlido blanco. ESI m/z: 871 (M + H)".
EJEMPLO 94
[921] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[922] Preparacion del compuesto L4c, VA-6-1

20
[923] (2S)-2-Amino- N-[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,  7-
dioxapentaciclo[10.8.0.0 %°.0*8.0***8]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etil]-3-metilbutanamida
o HH N
N,
0 3 o
HoQ /©/O St
HoN N"-#N
25 0 H

[924] Siguiendo el Procedimiento general E a partir del compuesto 6-1, (0.50 g, 0.90

mmol) con Boc-Val-Ala-OH, el compuesto crudo L4c (0.69 g, rendimiento del 72% en 2
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etapas) se obtuvo sin purificacion como aceite amarillo, que se utilizé directamente para la
siguiente etapa. ESI m/z: 728 (M + H)".
EJEMPLO 95

[925] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[926] Preparacion del compuesto L4d, VC-PAB-6-I

[927] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*®.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-amino-3-metilbutanamido]-5-

(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo

¢ o
HZNEH\_;/MH@AO H ©
1R

N™ “NH;

[928] Siguiendo el Procedimiento general E a partir del compuesto 6-I, (87 mg, 0.15
mmol), el compuesto L4d (80 mg, rendimiento del 64%) se obtuvo como un sélido blanco
después de la purificacién mediante prep-HPLC (método B). ESI m/z: 963 (M + H)*. *H NMR
(500 MHz, DMSOg) & 10.22 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 8.69 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.08 (s, 3H), 7.61
(d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.36 (d, J = 6.8 Hz, 3H),7.27 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.22-7.0 (m, 1H), 6.84
(d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.30 (dd, J = 8.0 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 6.10-6.0 (m, 1H),
5.72-5.55 (m, 1H), 5.52 (s, 1H), 5.48 (s, 1H), 5.16-5.05 (m, 3H), 4.88-4.80 (m, 1H), 4.80-
4.76 (m, 1H), 4.75-4.70 (m, 1H), 4.55-4.48 (m, 1H), 4.25-4.20 (m, 1H), 3.70-3.60 (m, 1H),
3.12-2.90 (m, 2H), 2.70-2.55 (m, 1H), 2.40-2.20 (m, 1H), 2.15-2.0 (m, 3H), 1.86-1.75 (m,
1H), 1.75-1.65 (m, 1H), 1.64-1.54 (m, 5H), 1.49 (s, 4H), 1.46-1.34 (m, 4H), 0.97-0.91
(m,5H), 0.90-0.85 (m, 4H), 0.85-0.80 (M, 3H) ppm.

EJEMPLO 96

[929] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[930] Preparacion del compuesto L4e, VA-6-II

[931]  (2S)-2-Amino- N-[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,85,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,  7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 °.0*#,01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}-2-

metoxifenil)carbamaoil]etil]-3-metilbutanamida
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[932] Siguiendo el Procedimiento general F a partir del compuesto 6-111, (0.10 g, 0.17
mmol), se obtuvo el compuesto crudo L4e (0.12 g, rendimiento del 82% en 2 etapas) que se
utilizé para la siguiente etapa sin purificacion adicional. ESI m/z: 758 (M + H)".

5 EJEMPLO 97

[933] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.

[934] Preparacion del compuesto L4f, VA-6-II

[935]  (2S)-2-Amino- N-[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,85,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-
difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo-6-propil-5,  7-

10 dioxapentaciclo[10.8.0.02 °.0*®,01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}-2-

fluorofenil)carbamoil]etil]-3-metilbutanamida

0
A~
HoQ °
H,N N\;)kN
o * M ¢

[936] Siguiendo el Procedimiento general F a partir del compuesto L4f, (95 mg, 0.17
mmol), se obtuvo el compuesto del titulo crudo L4f (0.10 g, rendimiento del 66% en 2
15 etapas) que se utilizé para la siguiente etapa sin purificacion adicional. ESI m/z: 746 (M +
H)*.
EJEMPLO 98
[937] Este ejemplo se refiere a los compuestos en la Tabla 4 y la FIGURA 33.
[938] Sintesis de intermedios de Enlazador-Cargas Utiles L6
20 [939] Procedimiento general: A una solucion de compuesto L5 (1.2 eq.) en DMF (0.2
mL por 10 mg de L5) se afadieron HATU (1.4 eq.) y DIPEA (3 eq.) a temperatura ambiente.
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 minutos antes de la adicién del
compuesto L4 (1.0 eq.). La mezcla de reaccion se agitd luego a temperatura ambiente
durante 2 horas hasta que el compuesto L4 se consumié totalmente, lo cual se monitore6
25 mediante LCMS. Después de filtrarse a través de membrana, la solucion de reaccion se

purificéd directamente mediante prep-HPLC para dar el ciclooctino L6.
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EJEMPLO 99
[940] Procedimiento general H para hacer intermedios 8
[941] A una solucidon de L6 en DMF (0.5 mL por 10 mg de L6) se afadieron
compuesto azido (L7a (CD-N3), L7b (N3;-PEG,-sulfonato) o L7¢ (Ns-dualsulfonato), 1.5 eq.
vs L6) y DIPEA (0.1 mL por 10 mg de L6) a temperatura ambiente. Después de agitar a 30
°C durante 24 horas, la mayoria de los materiales de partida se consumieron, lo cual se
monitore6 mediante LCMS. La mezcla de reaccién se purifico directamente mediante prep-
HPLC para dar el compuesto L8 como un sdlido blanco.
EJEMPLO 100
[942] Preparacion del compuesto L8a, aCDCCK-vcPAB-4b
[943] N-{2-[(1S,2S,4R,8S5,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*®.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetil}carbamato de {4-[(2 S)-2-[(29)-2-[(2R)-2-amino-6-{2-[(1-
{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodecahidroxi -10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2 7,29-
dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.23 62811 21316 21821 22326](|gtetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}hexa namido]-3-

metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pentanamido]feni [}metilo (L8a)

[944] Siguiendo el Procedimiento general H para hacer el compuesto L6a (0.12 g,
0.10 mmol) con L7a, el compuesto L8a (0.11 g, rendimiento del 51%) se obtuvo como un
solido blanco. ESI m/z: 1081 (M/2 + H)*. *H NMR (400 MHz, DMSOygs) & 10.05 (s, 1H), 8.30-
7.80 (m, 3H), 7.80-7.55 (m, 2H), 7.50-7.40 (m, 1H), 7.40-7.25 (m, 3H), 6.30 (d, J = 12.5 Hz,

1H), 6.11 (s, 1H), 6.0 (s, 1H), 5.80-5.35 (m, 16H), 5.25-5.05 (m, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.90-4.50
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(m, 13H), 4.50-4.00 (m, 5H), 3.95-3.55 (m, 22H), 3.30-3.20 (m, 8H), 3.20-3.00 (M, 4H), 3.00-
2.85 (m, 5H), 2.25-2.20 (m, 2H), 2.10-1.95 (m, 4H), 1.80-1.00 (m, 30H), 1.00-0.90 (m,
4H),0.90-0.80 (m, 14H) ppm.
EJEMPLO 101

[945] Preparacion del compuesto L8d, aCDCCK-VA-2168

[946] (2R)-2-Amino- N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-
12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo0-6-pro  pil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.0 %°.0*%.0***8]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2-metilpro pil]-6-{2-[(1-
{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodecahidroxi -10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2 7,29-dodecaoxaheptaciclo
[26.2.2.230,2811 21316 71821 52320 qptetracontan-5-iljmetil}-1  H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-

cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-i)oxiJacetamido}hexan amida (L8d)

[947] Siguiendo el Procedimiento general H a partir de L6b (60 mg, 59 pmol) con
L7a, el compuesto L8d (40 mg, rendimiento del 34%) se obtuvo como un sélido blanco. ESI
m/z: 1009.5 (M/2 + H)*.

EJEMPLO 102

[948] Preparacion del compuesto L8f, aCDCCK-vcPAB-6-I

[949] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°.0*2.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxitfenil)carbamato de {4-[(29)-2-[(2S)-2-[(2R)-2-amino-6-{2-[(1-
{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodecahidroxi-10,15,20,25,30-

pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,29-
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dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.2%6,2811 21316 21821 22326|dotetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxilacetamido}hexanamido]-3-

metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo

IWN%QA
S

5 [950] Siguiendo el Procedimiento general H a partir de L6c (0.10 g, 80 ymol) con
L7a, el compuesto L8f (0.11 g, rendimiento del 58%) se obtuvo como un sélido blanco. ESI
m/z: 751 (M/3 + H)".
EJEMPLO 103
[951] Preparacion de los Enlazador-Cargas utiles LP101 a LP116
10 [952] Preparacién del compuesto LP1: L6a (COT-dLys-vcPAB-4b)

[953] N-{2-[(1S,2S,4R, 8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.02°-128-12,18]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetil}carbamato de {4-[(2S)-2-[(2S)-2-[(2R)-2-amino-6-[2-(ciclooct-2-in-1-
iloxi)acetamido]hexanamido]-3-metilbutanamido]-5-

15 (carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo

(0}
J
(o] (o] 0
y o) NH, o) \L o
O

[954] Siguiendo el Procedimiento general G para hacer el compuesto L4b (0.20 g,

0.23 mmol), el compuesto L6a (0.12 g, rendimiento del 45%) se obtuvo como un sdlido
blanco después de la prep-HPLC (método B). ESI m/z: 1385 (M + H)". *H NMR (400 MHz,
20 MeODy,) 6 7.65-7.55 (m, 2H), 7.40-7.26 (m, 3H), 6.39-6.27 (m, 2H), 5.65-5.45 (m, 1H), 5.13-

5.01 (m, 2H), 4.71-4.50 (m, 2H), 4.40-4.14 (m, 4H), 4.11-3.82 (m, 3H), 3.46-3.39 (m, 1H),
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3.29-3.09 (m, 4H), 2.76-2.54 (m, 1H), 2.41-2.10 (m, 7H), 2.09-1.99 (m, 1H), 1.96-1.80 (m,
5H), 1.78-1.21 (m, 23H), 1.06-0.82 (m, 12H) ppm.
EJEMPLO 104
[955] Preparacion del compuesto LP102: L6b (COT-dLys-VA-6-1)
[956] (2R)-2-Amino-6-[2-(ciclooct-2-in-1-iloxi)acetamido]-  N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-
{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-0x0-6-
propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.0 >°.0*%.0'**®Jicosa-14,17-dien-8-il]-2-

oxoetoxi}fenil)carbamoil]etillcarbamoil}-2-metilpro pillhexanamida

O
H Q H @ /\/é
OWN\/\/YJ\N\/QfN\)LN/@/
o) N, 1o

[957] Siguiendo el Procedimiento general G para hacer L4c (0.28 g, 0.38 mmol), el
compuesto L6b (0.21 g, rendimiento del 46%) se obtuvo como un sélido blanco después de
prep-HPLC (método B). ESI m/z: 1021.5 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, MeODy,) & 7.33-7.60
(m, 3H), 6.87-6.91 (m ,2H), 6.32-6.37 (M, 2H), 5.47-5.65 (m, 1H), 5.07-5.30 (m, 1H), 4.72-
4.86 (M, 3H), 4.34-4.51 (m, 3H), 3.83-4.20 (m, 3H), 3.33-3.49 (m, 1H), 3.14-3.27 (m, 3H),
2.59-2.75 (m, 1H), 1.31-2.39 (m, 33 H), 0.93-1.05 (m, 12H) ppm.

EJEMPLO 105

[958] Preparacion del compuesto LP103: L6c (COT-dLys-vcPAB-6-I)

[959] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  0%°.0*%.0'*'%]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxilfenil)carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[(2R)-2-amino-6-[2-(ciclooct-2-in-1-
iloxi)acetamido]hexanamido]-3-metilbutanamido]-5-

(carbamoilamino)pentanamido]fenil}metilo
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[960] Siguiendo el Procedimiento general G para hacer el compuesto L4d (0.14 g,
0.15 mmol), el compuesto L6c (0.10 g, rendimiento del 57%) se obtuvo como un sdlido
blanco después de la prep-HPLC (método B). ESI m/z: 1255.5 (M + H)*. *H NMR (400 MHz,
MeODyg,) & 7.61 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.32-7.39 (m, 4H), 6.84-6.88 (m, 2H), 6.31-6.36 (m, 2H),
5.43-5.63 (m, 1H), 5.05-5.16 (m, 3H), 4.71-4.83 (m ,1H), 4.50-4.54 (m,1H), 4.18-4.33 (m
3H), 3.00-2.85 (m, 2H), 3.40-3.51 (m, 1H), 3.00-3.29 (m, 6H), 1.31-2.35 (m, 34 H), 1.29 (t, J
=7.2 Hz, 2H), 0.93-1.02 (m ,12H) ppm.

EJEMPLO 106

[961] Procedimiento general | para LP104 a LP116:

[962] A una solucion de PEG,-acido L9 (1.2-1.3 eq.) en DMF (1 mL por 10 mg de L9)
se afiadieron HATU (1.3 eq.) y DIPEA (5.0 eq.) a temperatura ambiente. La mezcla se agitd
a temperatura ambiente (19 °C) durante media hora, seguido por la adicién de una solucién
de compuesto L4 o L8 (1.0 eq.) en DMF (0.6 mg por 10 mg de L4 o L8). La mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas hasta que se consumio el
compuesto L4 o L8, lo cual se monitoreé mediante LCMS. Después de filtrarse a través de
membrana, el filtrado se purificé directamente mediante prep-HPLC para dar el compuesto
L1. (L9a: BCN-PEG;-acido, L9b: DIBAC-PEG,-4cido, L9c: MAL-PEG,-acido)

[963] Procedimiento general J para LP104 a LP116

[964] A una solucion de compuesto L4 o L8 (1.0 eq.) en DMF (1 mL por 50 mg) se
afiadieron compuesto DIBAC-PEG,-NHS L10b (1.1-1.2 eq.) y DIPEA (5.0 eq.) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3
horas, lo cual se monitore6 mediante LCMS. La mezcla de reaccion se purifico directamente
mediante prep-HPLC (método B) para dar el compuesto L1.

EJEMPLO 107
[965] Preparacion del compuesto LP104: L11a (DIBAC-PEG4-aCDCCK-vcPAB-4b
[966]  N-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-

dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*8.02318)icosa-14,17-dien-8-il]-2-
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oxoetil}jcarbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[(2R)-2-[1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4-oxobutana mido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-
15-amido]-6-{2-[(1-{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40, 41,42-dodecahidroxi-10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2  7,29-

dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.23 62811 21316 21821 22326](|gtetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}hexa namido]-3-

metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pentanamido]feni [}metilo

Q)WN\/\O/\/O\/\O/\/OW ﬁ\'éf \)k /©/\

[967] Siguiendo el Procedimiento general | a partir del compuesto L8a (0.10 g, 46
pmol) con L9b, el compuesto Lla (26 mg, rendimiento del 22%) se obtuvo como un sélido
blanco. ESI m/z: 1349 (M/2 + H)*. *"H NMR (500 MHz, DMSOyg) 6 9.71 (s, 1H), 8.30-8.00 (m,
3H), 8.00-7.74 (m, 2H), 7.70-7.58 (m, 5H), 7.52-7.20 (m, 12H), 6.35-6.20 (m, 2H), 6.15-5.85
(m, 3H), 5.80-5.35 (m, 18H), 5.25-4.90 (m, 6H), 4.90-4.50 (m, 14H), 4.40-4.25 (m, 4H), 4.25-
4.10 (m, 3H), 4.10-3.95 (m, 2H), 3.95-3.55 (m, 22H), 3.55-3.40 (m, 22H), 3.20-3.00 (m, 6H),
3.00-2.85 (m, 3H), 2.65-2.55 (m, 1H), 2.25-2.20 (m, 4H), 2.10-1.95 (m, 6H), 1.80-1.70 (m,
5H), 1.70-1.50 (m, 10H), 1.50-1.45 (m, 9H), 0.90-0.80 (m, 14H) ppm. HPLC Anal.: > 99%,
Tiempo de retencion: 6.23 min (método B).

EJEMPLO 108

[968] Preparacion del compuesto LP105: L11b (BCN-PEG4-aCDCCK-vcPAB-4b

[969] N-(14-{[(1R)-1-{[(1S)-1-{[(1S)-4-(Carbamoilamino)-1 -[(4-{[({2-
[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-0x0-6-
propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.0 %°.0*%.0'*'%]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetil}carbamaoail)oxilmetil}fenil)carbamoil]butil]c arbamoil}-2-metilpropil]carbamoil}-

5-{2-[(1-{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dode cahidroxi-10,15,20,25,30-
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pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2 7,29-

dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.2 30,2811 21316 71821 523,26

ldotetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}pent illcarbamoil}-
3,6,9,12-tetraoxatetradecan-1-il)carbamato  de (1R,8 S,9S)-biciclo[6.1.0]non-4-in-9-

ilmetilo

. ijw boad
HN\i /Q

[970] Siguiendo el Procedimiento general | a partir del compuesto L8a (22 mg, 10
pmol) con BCN-PEG;-4cido L9a, el compuesto L1b (10 mg, rendimiento del 38%) se obtuvo
como un sélido blanco. ESI m/z: 1293 (M/2 + H)*. '"H NMR (500 MHz, DMSOQgs) 6 9.68 (s,
1H), 8.14-7.08 (m, 11H), 6.30 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 5.99 (s, 1H), 5.67-5.31 (m,
15H), 5.21-3.33 (m, 61H), 3.13-2.60 (m, 22H), 2.30-1.96 (M, 46H), 0.95-0.80 (m, 17H) ppm.
HPLC Anal.: Tiempo de retencién: 7.31 min (48%) y 7.41 (52%) (método B).

EJEMPLO 109

[971] Preparacion del compuesto LP108: L11e (DIBAC-PEG4-aCDCCK-VA-6-1

[972] 1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-
il}-4-oxobutanamido)- N-[(1R)-1-{[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-
[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-0x0-6-
propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.0 >°.0*%.0'*'®icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamoil]etillcarbamoil}-2-metilpro pillcarbamoil}-5-{2-[(1-
{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodecahidroxi -10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2 7,29-

dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.2 3°.2811 21316 71821 523.26

ldotetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}pent il-3,6,9,12-

tetraoxapentadecan-15-amida
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[973] Siguiendo el Procedimiento general J a partir del compuesto L8d (19 mg, 9.4
pmol) con DIBAC-PEG,-NHS L10b, el compuesto Lle (7.0 mg, rendimiento del 29%) se
obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z: 1276.8 (M/2 + H)*. '"H NMR (400 MHz, DMSQgs) 6
9.80-9.47 (m, 1H), 8.23-7.91 (m, 3H), 7.83-7.11 (m, 13H), 6.87-6.66 (m, 2H), 6.32-6.11 (m,
2H), 5.85-5.23 (m, 14H), 5.14-5.01 (m, 3H), 4.86-3.99 (m, 19H), 3.85-3.40 (m, 38H), 3.27-
2.87 (m, 13H), 2.76-2.55 (m, 3H), 2.33-2.20 (M, 4H), 2.12-1.91 (m, 6H), 1.83-1.72 (m, 4H),
1.59-0.98 (m, 31H), 0.89-0.84 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencién: 7.76
min (método B).

EJEMPLO 110

[974] Preparacion del compuesto LP110: L11g (DIBAC-PEG4-aCDCCK-vcPAB-6-I

[975] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*®.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamato de {4-[(2 9S)-2-[(29)-2-[(2R)-2-[1-(4-{2-
azatriciclo[10.4.0.0 *°|hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4 -
oxobutanamido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-amido  ]-6-{2-[(1-
{[31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodecahidroxi -10,15,20,25,30-
pentaquis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,2 7,29-
dodecaoxaheptaciclo[26.2.2.23 62811 21316 21821 22326](|gtetracontan-5-iljmetil}-
1H,4H,5H,6H,7H,8H,9H-cicloocta[d][1,2,3]triazol-4-il)oxi]acetamido}hexa namido]-3-

metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pentanamido]feni [}metilo
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[976] Siguiendo el Procedimiento general | a partir del compuesto L8d (0.10 g, 44
pmol) con DIBAC-PEG,-acido L9b, el compuesto L1g (29 mg, rendimiento del 24%) se
obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z: 1394 (M/2 + H)*. '"H NMR (500 MHz, DMSOQy,) &
9.67 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 8.20-8.05 (m, 2H), 7.85-7.70 (m, 2H), 7.70-7.60 (m, 4H), 7.50-
7.25 (m, 12H), 6.90-6.80 (m, 2H), 6.30 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 6.0 (s, 1H), 5.80-
5.35 (m, 16H), 5.25-5.00 (m, 6H), 4.90-4.65 (m, 10H), 4.65-4.45 (m, 4H), 4.40-4.00 (m, 6H),
3.95-3.55 (m, 22H), 3.50-3.30 (m, 22H), 3.20-2.85 (m, 12H), 2.65-2.55 (m, 2H), 2.45-2.35
(m, 2H), 2.35-2.20 (m, 3H), 2.15-1.95 (m,5H), 1.90-1.70 (m, 4H), 1.70-1.50 (m, 10H),1.50-
1.00 (m, 18H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: Tiempo de retencién: 7.93 (82%) y
8.02 (18%) min (método B).

EJEMPLO 111

[977] Preparacion del compuesto LP112: (DIBAC-PEG 4-aCDCCK-vcPAB-4b

[978] N-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo0-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*®.01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetil}carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4-oxobutana mido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-

15-amido]-3-metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pent  anamido]fenil}metilo

NH

07 NH,

[979] Siguiendo el Procedimiento general J a partir del compuesto L4b (43 mg, 50
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pmol) con DIBAC-suc-PEG;-acido (L9b), el compuesto del titulo L12 (16 mg, rendimiento
del 23%) se obtuvo después de la purificacion mediante prep-HPLC (método B) como un
s6lido blanco. ESI m/z: 1406 (M+H)". *H NMR (DMSOgs, 500 MHz) & 9.99 (s, 1H), 8.11 (d, J
= 7.5 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.80-7.75 (m, 1H), 7.70-7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m,
3H), 7.53-7.33 (m, 6H), 7.33-7.28 (m, 3H), 6.30 (dd, J = 10.0 Hz y 1.5 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H),
6.10-6.00 (m, 1H), 5.72-5.55 (m, 2H), 5.41 (s, 2H), 5.05-5.01 (m, 1H), 4.97 (s, 2H), 4.80-
4.72 (m, 1H), 4.60-4.58 (m, 1H), 4.43-4.33 (m, 1H), 4.25-4.10 (m, 3H), 3.88-3.80 (m, 1H),
3.65-3.55 (M, 3H), 3.50-3.40 (m, 12H), 3.30-3.25 (m, 2H), 3.12-2.90 (m, 4H), 2.70-2.55 (m,
2H), 2.48-2.35 (m, 2H), 2.30-2.20 (m, 2H), 2.15-1.95 (m, 4H), 1.86-1.65 (m, 3H), 1.64-1.54
(m, 5H), 1.49 (s, 4H), 1.46-1.34 (m, 5H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%,
Tiempo de retencion: 7.40 min (método B).
EJEMPLO 112

[980] Preparacion del compuesto LP113: MAL-PEG4-VA- R-11-5

[981] 1-(2,5-Dioxo-2,5-dihidro-1 H-pirrol-1-il)- N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-
[(1S,2S,4R,6R,8S,9S,11S,12S,13R)-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-0x0-6-propil-5, 7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 '9.0*8.01*18]icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamaoil]etillcarbamoil}-2-metilpro pil]-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-

15-amida

v
/\\O

N/\/O\/\O/\/O\/\O/\)kNX(Nn.HLN
\ H o H
o

[982] Siguiendo el Procedimiento general J a partir del compuesto L4a (20 mg, 25
pmol) con MAL-PEG,-NHS L10c, el compuesto LP113 (7 mg, rendimiento del 27%) se
obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z: 1119 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, DMSOQyg) & 9.89-
9.60 (m, 1H), 8.51-6.73 (m, 10H), 6.18 (dd, J = 10.1, 1.7 Hz, 1H), 5.93 (s, 1H), 5.17-4.05 (m,
9H), 4.02-3.52 (m, 13H), 2.71-2.54 (m, 1H), 2.46-2.20 (m, 5H), 2.15-1.77 (m, 5H), 1.63-1.53
(m, 5H), 1.47-1.20 (m, 9H), 1.10-0.94 (m, 2H), 0.95-0.65 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%,
Tiempo de retencion: 7.46 min (método B).

EJEMPLO 113
[983] Preparacion del compuesto LP114: L11j (DIBAC-PEG4-VA-6-II
[984] 1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-1(16),4(9),5,7,12,14-hexaen-10-in-2-

il}-4-oxobutanamido)- N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S9)-
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12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo0-6-pro  pil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 °.0*#,01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}-2-
metoxifenil)carbamoil]etiljcarbamoil}-2-metilpropil ]-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-

amida

(D ~ Ky

o]
o)
I i Y g 8
NNN/\/O\/\O/\/O\/\O/\)LN N\)LN
S T

[985] Siguiendo el Procedimiento general | a partir de L4e (40 mg, 47 umol) con
DIBAC-suc-PEG,-acido L9b, el compuesto L1j (25 mg, rendimiento del 41%) como un
solido blanco. ESI m/z: 1293 (M + H)*. *H NMR (400 MHz, DMSOgs) & 8.98-8.86 (m, 1H),
8.37-8.30 (m, 1H), 7.94-7.88 (m, 1H), 7.87-7.72 (m, 2H), 7.70-7.57 (m, 2H), 7.52-7.42 (m,
3H), 7.41-7.22 (m, 4H), 6.65-6.59 (M, 1H), 6.44-6.34 (m, 1H), 6.33-6.27 (m, 1H), 6.12 (s,
1H), 5.77-5.49 (m, 2H), 5.18-5.11 (m, 1H), 5.07-4.98 (m, 1H), 4.91-4.70 (m, 3H), 4.54-4.43
(m, 1H), 4.29-4.16 (m, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.65-3.53 (M, 3H), 3.51-3.38 (m, 12H), 3.30-3.22
(m, 2H), 3.13-3.03 (M, 2H), 2.72-2.54 (m, 2H), 2.47-2.18 (m, 4H), 2.13-1.91 (m, 4H), 1.85-
1.72 (m, 2H), 1.64-1.55 (m, 3H), 1.52-1.33 (m, 6H), 1.31-1.23 (m, 3H), 0.99-0.77 (m, 13H)
ppm. HPLC Anal.: 99%, Tiempo de retencion: 9.18 y 9.22 min (método B).

EJEMPLO 114

[986] Preparacion del compuesto LP115: L11k -(DIBAC-PEG4-VA-6-111

[987] 1-(4-{2-Azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-
il}-4-oxobutanamido)- N-[(1S)-1-{[(1S)-1-[(4-{2-[(1 S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-
12,19-difluoro-11-hidroxi-9,13-dimetil-16-oxo0-6-pro  pil-5,7-
dioxapentaciclo[10.8.0.02 °.0*#,01318]icosa-14,17-dien-8-il]-2-oxoetoxi}-2-
fluorofenil)carbamoil]etillcarbamaoil}-2-metilpropil ]-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-

amida

(D

PP
I i Y w8 T
O Nwm/\/o\/\o/\/o\/\o/\)kﬁj%fN\_)kﬁ/?

[988] Siguiendo el Procedimiento general | a partir de L4f (82 mg, 0.11 mmol) con

DIBAC-suc-PEGg-acido L9b, el compuesto L1k (50 mg, rendimiento del 35%) como un
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solido blanco. ESI m/z: 1280 (M + H)*. *H NMR (500 MHz, DMSOgs) & 9.54 (s, 1H), 8.41-
8.15 (m, 1H), 8.01-7.17 (m, 12H), 6.90 (d, J = 10.8 Hz, 1H), 6.73 (s, 1H), 6.31 (d, J = 9.9 Hz,
1H), 6.12 (s, 1H), 5.77-5.46 (m, 2H), 5.28-4.65 (m, 5H), 4.58-4.42 (m, 1H), 4.29-4.11 (m,
2H), 3.71-3.43 (m, 15H), 3.29 (s, 2H), 3.08 (s, 2H), 2.71-2.54 (m, 2H), 2.47-2.17 (m, 4H),
2.16-1.88 (m, 4H), 1.88-1.69 (m, 2H), 1.69-1.19 (m, 13H), 0.95-0.80 (m, 12H) ppm. °F NMR
(376 MHz, DMSO) & -121.11 y -121.92, -165.13 y -165.14, -186.38 y -186.40 ppm. HPLC
Anal.: >99%, Tiempo de retencién: 8.32 min (método B).
EJEMPLO 115

[989] Preparacion del compuesto LP116: L11k -(DIBAC-PEG4-VC-PAB-4b)

[990] N-(4-{2-[(1S,2S,4R,8S,9S,11S,12R,13S,19S)-12,19-Difluoro-11-hidroxi-9,13-
dimetil-16-oxo-6-propil-5,7-dioxapentaciclo[10.8.0.  02°.0*8.01318)icosa-14,17-dien-8-il]-2-
oxoetoxi}fenil)carbamato de {4-[(2 S)-2-[(2S)-2-[1-(4-{2-azatriciclo[10.4.0.0 *°]hexadeca-
1(12),4(9),5,7,13,15-hexaen-10-in-2-il}-4-oxobutana mido)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-

15-amido]-3-metilbutanamido]-5-(carbamoilamino)pent ~ anamido]fenil}metilo

O G 0
4 oo o J i X7 v b @
mu j IOI Ioﬁﬂ\/’:gk]“(tﬂ/@A o by

NH

07 NH,
[991] Siguiendo el Procedimiento general | a partir del compuesto L4k (58 mg, 60
pmol) con DIBAC-suc-PEG,-4cido L9b, el compuesto del titulo L1v (20 mg, rendimiento del
22%) se obtuvo como un sélido blanco. ESI m/z: 1499 (M + H)*. '"H NMR (400 MHz,
DMSOg) & 10.02 (s, 1H), 9.59 (s, 1H),8.14 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.88 (d, J = 8.8 Hz, 1H),
7.80-7.75 (m, 1H), 7.70-7.66 (m, 1H), 7.65-7.60 (m, 3H), 7.53-7.45 (m, 3H), 7.40-7.28 (m,
7H), 6.84 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.30 (dd, J = 10.4 Hz, J = 1.6 Hz, 1H), 6.11 (s, 1H), 6.10-6.0
(m, 1H), 5.72-5.55 (m,1H), 5.52 (s, 1H), 5.43 (s, 2H), 5.16-5.05 (M, 4H), 4.88-4.70 (m, 3H),
4.43-4.33 (m, 1H), 4.25-4.20 (m, 2H), 3.65-3.55 (m, 3H), 3.50-3.40 (m, 12H), 3.30-3.25 (m,
2H), 3.12-2.90 (m, 4H), 2.70-2.55 (m, 2H), 2.48-2.43 (m, 1H), 2.40-2.35 (m, 1H), 2.30-2.20
(m, 2H), 2.15-1.95 (m, 4H), 1.86-1.75 (m, 2H), 1.64-1.54 (m, 5H), 1.49 (s, 4H), 1.46-1.34 (m,
4H), 1.23 (s, 2H), 0.90-0.80 (m, 12H) ppm. HPLC Anal.: 100%, Tiempo de retencion: 7.83
min (método B).
EJEMPLO 116
[992] Conjugacion ADC

[993] Las conjugaciones esteroide anticuerpo se esbozaron en la FIGURA 33. En un
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ejemplo, los conjugados especificos al sitio se produjeron por medio de la conjugacion en
dos etapas de transglutaminasa microbiana (MTG EC 2.3.2.13, Zedira, Darmstadt,
Alemania) (aqui, “basada en MTG”) de un anticuerpo mutado N297Q o N297D. En la
primera etapa, el anticuerpo mutado N297Q se funcionaliz6 con azdio-PEGs-amina
mediante reaccién enzimatica basada en MTG. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente
PCT Internacional No. PCT/US17/19537 presentada el 24 de Febrero de 2017, incorporada
aqui por referencia en su totalidad para todos los propésitos. En la segunda etapa, un
enlazador-carga util funcionalizado con alquino se unié al anticuerpo funcionalizado con
azido mediante reaccién de cicloadicién [2+3] 1,3—dipolar (la FIGURA 33 representa un
enlazador-carga util funcionalizado con DIBAC (LP112) conjugado con un anticuerpo
funcionalizado con azido derivado por medio de ciclizacion [2+3]). Este proceso proporciond
conjugados estequiométricos y especificos al sitio en aproximadamente 50 a 80% de
rendimiento aislado.

[994] Conjugados esteroide-anticuerpo preparados en la FIGURA 33

[995] Este ejemplo demuestra un método para la conjugacion especifica al sitio,
generalmente, de una carga util a un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del
mismo. Este ejemplo se refiere a la FIGURA 33.

[996] EI siguiente ejemplo demuestra un método para hacer un conjugado
anticuerpo funcionalizado con azido farmaco listado en la Tabla 16.

[997] Anticuerpo aglicosilado con un isotipo de IgG1 humano en BupH™ (anticuerpo
pH 7.6lated con un isotipo de IgG1 humano en BupHonalized ;-amina (MW. 218.26 g/mol).
La solucion resultante se mezcldé con transglutaminasa (25 U/mL; 5U MTG por mg de
anticuerpo) dando como resultado una concentracion final del anticuerpo en 0.5-3 mg/mL, y
la solucion se incub6 luego a 37 °C durante 4-24 horas mientras se agitaba suavemente.
La reaccion se monitoreé mediante SDS—-PAGE o ESI-MS. Tras la completacion, el exceso
de amina y MTG se removio mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) para
generar el anticuerpo funcionalizado con azido. Este producto se analizd6 en SDS-PAGE y
ESI-MS. La azido—dPEG;—amina agregada a dos sitios -Q295 y Q297- del anticuerpo que
resulta en un aumento de 804 Da para el conjugado anticuerpo aglicosilado 4DAR-PEGs—
azida. Los sitios de conjugacibn se identificaron 'y  confirmaron en
EEQEazdory QEnlazado'gTYR para el anticuerpo funcionalizado con azido 4DAR mediante
mapeo de secuencias de péptidos de cadenas pesadas digeridas con tripsina.

[998] EI siguiente ejemplo demuestra un método para hacer unas conjugaciones
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especificas al sitio de un farmaco a un anticuerpo utilizando reacciones de quimica clic.

[999] Los conjugados anticuerpo aglicosilado farmaco especificos al sitio con un
IgG1 humano que contiene una mutacion N297Q en la Tabla 16 descrita a continuaciéon se
prepararon mediante una reaccion clic [2+3] entre anticuerpos funcionalizados con azido
con un alquino que contiene enlazador-carga Util. Como se muestra en la Tabla 16, anti
PRLR Ab-PEG;—N; se conjug6 con LP112, LP104, y LP116; y anti Fel D1 Ab—PEG;—N; se
conjug6 a LP112,y LP116.

[1000] A continuacion se detalla el procedimiento de conjugacion. Un conjugado de
anticuerpo especifico al sitio con enlazador-carga util (LP) se prepar6 incubando mAb-—
PEG3—N3 (1-3 mg/mL) en un medio acuoso (por ejemplo, PBS, PBS que contenia glicerol al
5%, HBS) con = 6 equivalentes molares de un LP disuelto en un solvente organico
adecuado, tal como DMSO, DMF o DMA (es decir, la mezcla de reaccion contiene solvente
organico al 5-20%, v/v) en 24 °C a 37 °C durante mas de 6 h. El progreso de la reaccion se
monitore6 mediante ESI-MS y la ausencia de mAb—PEG ;—Nj3 indic6 la completacion de la
conjugacion. La cantidad excedente del LP y el solvente organico se removieron mediante
SEC por medio de elucion con PBS, o por medio de cromatografia en columna de proteina
A por medio de elucion con amortiguador acido seguido por neutralizacién con Tris (pH 8.0).
Los conjugados purificados se analizaron mediante SEC, SDS-PAGE, y ESI-MS. En la
Tabla 16 se muestra una lista de los conjugados esteroide anticuerpo a partir de los LPs
correspondientes, sus pesos moleculares y valores ESI-DAR

[1001] En un ejemplo especifico, el anticuerpo funcionalizado con azido (1 mg) en
0.800 mL de PBSg (PBS, glicerol al 5%, pH 7.4) se traté con seis equivalentes molares de
DIBAC-PEG,-D-Lys (COT-[O-CD)-VC-PABC-carga util (conc. 10 mg/mL en DMSO) durante 6
-12 horas a temperatura ambiente y el enlazador carga util (LP) excedente se removio
mediante cromatografia de exclusién por tamafio (SEC, Superdex 200 HR, GE Healthcare).
El producto final se concentr6 mediante ultracentrifugacion y se caracterizé mediante UV,
SEC, SDS-PAGE y ESI-MS.

EJEMPLO 117

[1002] Caracterizacion de ADC mediante LC-ESI-MS

[1003] La medicién de la masa intacta para las muestras de ADC mediante LC-ESI—
MS se realiz6 para determinar el perfil de distribucion de farmaco-carga Util y para calcular
el DAR promedio. Cada muestra de prueba (20-50 ng, 5 uL) se cargé en una columna

Acquity UPLC Protein BEH C4 (10K psi, 300 A, 1.7 pym, 75um x 100 mm; Cat No.
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186003810). Después de 3 minutos de desalinizacion, la proteina se eluy6 y los espectros
de masas se adquirieron mediante un espectrometro de masas Waters Synapt G2-Si.

[1004] Como se muestra en la siguiente FIGURA 34, los espectros de masas
desconvolucionados mostraron un pico predominante para el anticuerpo anti-PRLR
aglicosilado con un peso molecular de 144602 Da, y un pico predominante para el
anticuerpo anti-PRLR funcionalizado con azido con un peso molecular de 145385 Da,
indicando un aumento de 783 Da en comparacion con su anticuerpo precursor aglicosilado
(es decir, correspondiente a conjugaciones 4 amino-PEG;-azida a cada anticuerpo
aglicosilado). Ademas, el pico predominante para el conjugado anti-PRLR-LP12 tuvo un
peso molecular de 151015 Da, indicando un aumento de 5630 Da en comparacion con su
anticuerpo funcionalizado con azido (es decir, correspondiente a conjugaciones de 4 LPs
(MW = 1405.6 Da) a cada anticuerpo aglicosilado). Del mismo modo, otros anti-PRLR-ADCs
especificos al sitio tuvieron 3.9- 4DAR.

[1005] Como se muestra en la siguiente FIGURA 35, los espectros de masas
desconvolucionados exhibieron un pico predominante para el anticuerpo anti-Fel D1
aglicosilado con un peso molecular de 145441 Da, y un pico predominante para el
anticuerpo anti-Fel d1 funcionalizado con azido con un peso molecular de 146235 Da,
indicando un aumento de 794 Da en comparacion con su anticuerpo precursor aglicosilado
(es decir, correspondiente a conjugaciones 4 amino-PEGs-azida a cada anticuerpo
aglicosilado). Ademas, el pico predominante para el conjugado anti-Fel d1-LP12 tuvo un
peso molecular de 151871.0 Da, indicando un aumento de 5635 Da en comparacion con su
anticuerpo funcionalizado con azido (es decir, correspondiente a conjugaciones de 4 LPs
(MW = 1405.6 Da) a cada anticuerpo aglicosilado). De modo semejante, otros anti-Fel d1-
ADCs especificos al sitio tuvieron 3.9-4DAR.

[1006] En la Tabla 16 se muestra una lista de conjugados esteroide anticuerpo no
citotoxicos (NnCADCs) a partir de los LPs correspondientes, sus pesos moleculares de los
anticuerpos desnudos, los anticuerpos funcionalizado con azido, los LPs, y los ADCs de
esteroides, asi como los valores ESI-DAR. En la Tabla, Ab se refiere a un anticuerpo, Ab-Ns
se refiere a un anticuerpo funcionalizado con azido, y ncADC se refiere a un conjugado
esteroide anticuerpo no citotoxico.

EJEMPLO 118

[1007] Ensayo enzimatico in vitro

[1008] Escision de enlazador-carga Util en ensayo de Catepsina B
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[1009] Los enlazador-cargas Utiles se probaron en un ensayo de Catepsina B.
Después de 4 horas de incubacion en Catepsina B (CapB) con y sin inhibidor de CapB
(VAO074), tanto los enlazador-cargas utiles como la carga util libre se evaluaron utilizando
LC-MS/MS. Los resultados indicaron que los enlazador-cargas utiles hidrofilicos (LP104)
podrian ser escindidos mediante CapB y liberaron mas carga util (4b) en comparacion con
los enlazador-cargas utiles no hidrofilicos (LP12).

[1010] El procedimiento del ensayo de CapB es el siguiente: Solucion madre de
enlazador- carga util (10 mM en DMSO) se afiadié a amortiguador de incubacién (NaOAc
100 mM, ditiotreitol 10 mM, pH 5) para producir una solucién de sustrato 50 uyM. 4 uL de
0.47 ug/uL de catepsina B de higado humano (Athens Research & Technology, Athens,
GA) en NaOAc 50 mM, EDTA 1 mM, pH 5 se afadio a 196 pL de solucion de sustrato 50
MM. La mezcla de reaccién se incubd a 37 °C durante 4 h. Luego, 5uL de acido acético y
150uL de acetonitrilo (que contenia osalmida como estandar interno) se afiadieron a 50uL
de alicuotas de la mezcla de reaccion. Después de agitacion en vortex, las muestras
apagadas se congelaron en un congelador profundo a -70 °C, seguido por descongelaciéon y
centrifugacion a 14,000 rpm. Luego se diluyeron alicuotas de 50 pL de los sobrenadantes
resultantes con igual volumen de agua y se analizaron mediante LC-ESI-MS/MS para
determinar la carga util liberada.

TABLA 17. RESULTADOS DE LA ESCISION DE CATEPSINA B

Compues Carga Enlazad Con o sin Tasa d.e,
o conversio
to atil or CA074
n (%)
Pieza Enlazad Pieza
escindi or conjugad
hidrofilic
da a
0]
sin '\Ile?[')a 48.20
LP101 4b vcPAB / Lk-CCK :
con |Medial ;0o
RSD )
B sin '\éesdl'ja 20.8
LP112 4b vcPAB / A =
DIBAC Con Media <1.00
RSD )
P sin '\gesdl'ja 29.0
LP104 4b vcPAB | aCDCCK A :
DIBAC c Media <1.00
on RSD .
Sin '\éesdl'ja 22.72
LP102 6-1 Val-Ala / Lk-CCK =
con [-Media | ;g
RSD )
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Sin Media

Lk- RSD

LP108 6-1 | Val-Ala | aCDCCK | 5s e

o MRsD

) Media

o Sin RSD

LP116 6-1 | vcPAB / DIBAC Media
Con RSD <1.00
Sin 'Véesdt')a 29.0

LP103 6-1 | VcPAB / Lk-CCK .
Con |-Media |, g
RSD :

[1011] EI experimento de ensayo de CapB incluyo el siguiente procedimiento.

1. Precalentar amortiguador de ensayo: NaOAc 0.1 M/DTT 0.01 M (pH 5.0)

2. Soluciones de enriquecimiento para compuestos de prueba: Soluciones de
enriquecimiento 25uM para compuestos de prueba: Agregar 2uL de solucién madre 5 mM
en 398 pL de amortiguador NaOAc 0.1 M/DTT 0.01 M (pH 5.0).

3. Preparar 0.47 ug/uL de Catepsina B en NaOAc 50 mM/EDTA 1 mM (pH 5.0).
Poner en hielo

4. Muestras sin CA074: Agregar 4uL de 0.47 pg/uL de Catepsina B en 196 L de
soluciones de enriquecimiento 25 pM (de la etapa 2), incubar los tubos a 37 °C.

5. Muestras con CA074: Agregar 4uL de 0.47 pg/uL de Catepsina B con 4uL de
Inhibidor 10 mM (CAQ074) en 196 pL de soluciones de enriguecimiento 25uM (de la etapa 2),
incubar los tubos a 37 °C.

6. Después de 4 horas, se tomaron alicuotas de 5uL (con CA074 y sin CAQ74) para
la prueba de actividad enzimatica (etapa 15-17). Mientras tanto, se tomaron alicuotas de 50
WL en el punto de tiempo (4 h), agregando 5 pL de &cido acético, y luego agregar 150 uL de
ACN (IS) para detener la reaccion.

7. Después del apagado, agitar la placa y centrifugarla a 14000 rpm.

8. Transferir 50uL del sobrenadante de cada pozo a una placa de muestra de 96
pozos que contiene 50uL de agua ultra pura (Millipore, ZMQS50F01) para el analisis de
LC/MS.

[1012] El experimento de ensayo de CapB incluy6 los compuestos de referencia y el
siguiente procedimiento.

9. Precalentar el amortiguador de ensayo: fosfato de Na/K 100 mM, pH 6.0, con
EDTA1.33mMyDTT 2 mM.

10. Preparar 0.024 pg/uL de Catepsina B: Agregar 1 yL de 0.47 pg/pL de reserva de
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Catepsina B en 19 L de amortiguador de ensayo (de la etapa 11).

11. Agregar 2 pL de 0.024 pg/uL de Catepsina B (de la etapa 12) a una placa de 96
poz0s opaca.

12. Agregar 96 uL de amortiguador de ensayo a cada muestra.

13. Agregar 2L del sustrato 10 mM Z-RR-MNA (concentracion final 200 uM).

Para el control negativo (con inhibidor), agregar 2uL de Inhibidor 10 mM (CAQ74).

14. Leer inmediatamente las muestras en un modo cinético en excitacion de 340
nm/emision de 425 nm (Leer la placa cada 30 segundos durante 3 minutos).

Estabilidad de la Catepsina B en las muestras de inclusién:

15. Tomar 5 pL de muestras de incubacion en 93 pL de amortiguador de ensayo (de
la etapa 11), y luego agregar 2 pL de sustrato 10 mM (Z-RR-MNA).

16. Incubar las muestras a 37 °C durante 2 min.

17. Leer las muestras en excitacion de 340 nm/emision de 425 nm.

EJEMPLO 119

[1013] Actividad libre de células y basada en células in vitro.

[1014] Uniodn libre de células al receptor de glucocorticoides (GR) en el ensayo de
unién competitiva a GR LanthaScreen TR-FRET

[1015] Para evaluar la habilidad de los nuevos esteroides para unirse al receptor de
glucocorticoides (GR), se realizdé un ensayo de union libre de células utilizando un kit de
ensayo de unidon competitiva a GR LanthaScreen TR-FRET (Life Technologies, Cat#
A15901). EIl ensayo se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
budesonida es un esteroide de GR comercial y se utiliz6 como un control de referencia en el
ensayo de union y otros ensayos basados en células descritos mas adelante en el
documento. En resumen, una dilucién serial de tres veces de budesonida y los compuestos
derivados indicados a continuacién se prepararon en DMSO al 100% comenzando en 100
nM (100X de final). Diluciones seriales se diluyeron adicionalmente 50 veces en
amortiguador F de receptor nuclear con DTT 5 mM y péptido estabilizante 0.1 mM, y se
transfirieron a una placa de ensayo de 384 pozos. Luego, Fluormona GS1 Verde, GR-LBD
(GST) y anticuerpo anti-GST de Tb se afiadieron secuencialmente a la placa de ensayo de
384 pozos. La placa se analizé en un lector de placas multietiqueta Envision (PerkinElmer)
con excitacion establecida en 340 nm vy filtros de emision en 520 nm y 486 nm. La relacién
FRET se calculé6 como 520 nm/486 nm. Los valores de ICsy se determinaron utilizando una

ecuacion logistica de cuatro parametros sobre una curva de respuesta de 12 puntos (Prism
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de GraphPad).

[1016] Como se muestra en la Tabla 18, la Budesonida compitid en la union de
Fluormona GS1 Verde en el ensayo de GR con un valor de ICs, entre 10 a 100 nM. Los N-
analogos de Budesonida similarmente compitieron en la unién con valores de ICsq que van
desde menos de 10 nM hasta mas de 100 nM. Los nuevos esteroides aqui probados
demostraron ser comparables o mejores (valores mas bajos de ICs,) en este ensayo y

desplazamiento similar para el ligando de GR en comparacién con la Budesonida.

TABLA 18: UNION LIBRE DE CELULAS Y ACTIVIDAD FUNCIO NAL BASADA EN
CELULAS

Celulas altas Ensayo de unién
compiesto HEK293/9XUAS- com )e/ztitiva a GR
# Luc2P/pBind-GR/PRLR- |p050 )
HA ECso (nM)

Budesonida ++ Activacion .
completa

4b St Activacion it
completa

4d + Actlvaplon .

parcial

4h it Activacion ot
completa

5-1 St Activacion NT
completa

6-l St Activacion NT
completa

R-6-I St Activacion it
completa

S-6-1 St Activacion it
completa

6-1 D St Activacion it
completa

6-Il St Activacion it
completa

6-l11 St Activacion NT
completa

6-VI St Activacion NT
completa

6-VII NA _Sln y s
activacion

[1017] En la Tabla 18: +++ < 10 nM; 10 nM < ++ < 50 nM; 50 nM < +; NT = no
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probado; NA = sin activacion. Activacion completa: > 75% de la activaciéon de doblez
inducida por la Budesonida. Activacion parcial: (20%, 75%) de la activacion de doblez
inducida por la Budesonida. Sin activacion: < 20% de la activacion de doblez inducida por la
Budesonida. El ensayo libre de células se utiliza para evaluar la unién directa de los
compuestos al GR LBD recombinante independientemente de su permeabilidad. El ensayo
basado en células se utiliza para medir como los compuestos activan la transcripcion
mediada por GR intracelular después de pasar a través de la membrana plasmatica, por lo
gue la permeabilidad de membrana del compuesto es un prerequisito para la actividad.
EJEMPLO 120

[1018] Ensayo basado en células de reportero de luciferasa co-activador del receptor
de glucocorticoides (GR)

[1019] Ensayo de activacion de glucocorticoides

[1020] La actividad de los esteroide cargas utiles y los ncADCs anti-PRLR esteroide
se estudiaron utilizando un ensayo basado en células de reportero de luciferasa utilizando
la linea celular 293/PRLR/GRE-Luc descrita en el Ejemplo 62 asi como una linea celular
293 negativa a antigeno que contiene un receptor quimérico que consiste en un dominio de
unién a ligando de GR fusionado al dominio de unién a CAL4 DNA de levadura (pBind-GR,
Promega no. de catalogo E1581), y una secuencia activadora ascendente de Gal4 (9XGal4
UAS-Luc) que acciona la expresion de la luciferasa. La linea celular resultante se refiere
como 293/GRE-Luc.

[1021] El bioensayo se realiz6 utilizando estas dos lineas celulares, tesgin anti-
PRLR-LP112, dexametasona, budesonida, compuesto 4b, Ab-LP112 de control, asi como
anti-PRLR Ab solo, utilizando un ensayo configurado como se describe en el Ejemplo 63.

[1022] Como se muestra en la FIGURA 36A y la siguiente Tabla, después de 72
horas de incubacion, el anti-PRLR-LP112 mostré el doblez mas alto en la linea celular
293/PRLR/GRE-Luc, mientras que la carga util de LP112 (4b) mostré un mejor valor de 1Csg
gue la Budesonida y la Dexametasona. El Ab-LP112 de control y el anti-PRLR mAb no
conjugado no mostraron actividad en esta linea celular.

[1023] Como se muestra en la FIGURA 36B y la siguiente Tabla, después de 72
horas de incubacion, el anti-PRLR-LP112 no mostré activacion en la linea celular
293/PRLR/GRE-Luc que no expresa PRLR, indicando que la entrega de esteroides
mediante anti-PRLR-ncADCs es dependiente del antigeno. La carga atil LP112 (4b)

nuevamente mostré un mejor valor de ICs, que la Budesonida y la Dexametasona. El Ab-
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LP112 de control y el anti-PRLR Ab no conjugado no demostraron ninguna actividad en
esta linea celular.

[1024] La siguiente tabla se refiere a las FIGURAS 36A y 36B.

ECso en 293/PRLR/GRE-Luc ECso en 293/GRE-Luc

(M) (M)
Anti-PRLR Ab-LP112 @ +++ +
Ab-LP112 de control + +
Anti-PRLR Ab NA NA
4b (carga util de +++ +++
LP112)
Budesonida ++ +++
Dexametasona +++ +++

En la tabla, +++<5 nM, 5nM<++<10nM, 10nM<+,.

EJEMPLO 121

[1025] Este ejemplo describe un modelo de ratén de liberacion de citocina inducida
por LPS

[1026] El objetivo de este estudio es evaluar los compuestos de prueba, 4b y 6-l,
sobre la inhibicion de la liberacion de citocina inducida por LPS en ratones. Los compuestos
de prueba se administraron 48 horas, 24 horas y 2 horas antes del desafio de LPS, los
niveles de citocina en las muestras de sangre que incluian TNF-a e IL6 se midieron en los
puntos de tiempo de 2 horas y 4 horas después del desafio de LPS.

[1027] Materiales y Reactivos

[1028] El lipopolisacarido (LPS) derivado a partir de E. Coli K12 se adquirié a partir
de Invivogen (San Diego, California, EE. UU., cat# TIrl-eklps), la Dexametasona se adquirié
a partir de ADAMAS (Emeryville, CA, EE. UU., Cat#50-02-2). El kit ELISA de TNF-a de
ratén fue de ebioscience (ThermoFisher Scientific, Cat#88-7324). El kit ELISA de IL6 de
raton fue de ebioscience (ThermoFisher Scientific, Cat#88-7064).

[1029] Métodos experimentales.

[1030] Cria de animales:

[1031] En este estudio se utilizaron un total de 18 ratones C57BL/6j naive. Los
animales eran machos, con un peso corporal de 18-20 g al inicio del estudio. Los animales
se adquirieron en el centro de animales de laboratorio de Shanghai, CAS (SLAC), y se
alojaron en el vivero de animales de ChemPartner en un entorno SPF. Después de la
llegada, los animales fueron revisados para detectar condiciones de la salud, incluyendo el

pelaje, las extremidades, orificios y signos anormales en la postura o los movimientos, y se
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aclimataron al ambiente durante mas de 7 dias.

[1032] Los animales se alojaron 3 ratones por jaula en jaulas de cajas de zapatos de
policarbonato de IVC en un entorno SPF; los controles ambientales para el alojamiento de
los animales se establecieron para mantener una temperatura de 20-26 °C, una humedad
del 40-70%, y un ciclo de luz de 12 horas/oscuridad de 12 horas.

[1033] A lo largo del periodo de estudio, se proporcionaron ad libitum comida
estandar (SLAC-MO0L1, del centro de animales de laboratorio de Shanghai) y agua purificada
(calidad de agua municipal, filtrada).

[1034] Procedimientos experimentales.

[1035] Agrupacion: los animales se asignaron aleatoriamente a 6 grupos (A-F) antes
del inicio del estudio. Cada grupo incluyé 3 ratones. EI Grupo A sirvio como control naive; el
Grupo B recibié dexametasona y sirvid como control positivo; el Grupo C se traté con 4b y
el Grupo D-F se tratd con 6-I.

[1036] Procedimiento experimental

[1037] Todos los ratones recibieron LPS disuelto en PBS en una dosis de 0.5mpk
mediante inyeccion intraperitoneal. Los ratones en el grupo A recibieron PBS, los ratones
en el grupo B recibieron Dex (5mpk) y los ratones en el grupo C recibieron 4b (5mpk)
mediante inyeccién intraperitoneal, 2 horas antes del desafio de LPS; los ratones en el
grupo D, E y F recibieron en una dosis de 5mpk mediante inyeccion intraperitoneal, 2 horas,
24 horas y 48 horas antes del desafio de LPS, respectivamente.

[1038] Se colectaron muestras de sangre en los puntos de tiempo de 2 horas y 4
horas después del desafio de LPS, en tubos que contenian heparina. Las muestras de
sangre se centrifugaron, y muestras de plasma se colectaron y se almacenaron a -800C
antes del andlisis.

[1039] Los niveles de TNFa en plasma se midieron con kits ELISA siguiendo los
procedimientos estdndar recomendados por el fabricante.

[1040] Los resultados de PK se proporcionan en la FIGURA 37A y la Tabla 20

TABLA 20. PARAMETROS DE PK SUMARIOS DE 4B Y 6-1)
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Dexametasona 4b 6-l
Para- (IP, Img/Kg en (IP, Img/Kg en (IP, Img/Kg en
metros Unida ratones C57BL/6 ratones C57BL/6 ratones C57BL/6
d
de PK macho) macho) macho)
Medi CV( | Medi CV(% _ CV(
SD SD Media | SD
a %) a ) %)
0.62 | 0.433 | 69.3 | 0.43
Tmax h . g 0.375 | 85.7 | 0.250 | 0.00 | 0.00
ng/m 7.97 | 3.45
Crnax L 231 39.4 | 1.75 4.43 448 | 4.77 | 10.6
tl,z. 0.187 | 114 0.21
termina h 1.64 1.69 | 0.620 | 36.7 191 0 11.0
I
AUCgmm h*ng/ 60.6 11.1
545 84.6 | 7.71 9.12 107 | 13.6 | 12.7
a mL
h*ng/ 67.2 | 11.9
AUC e L 562 89.2 | 8.20 9.19 113 | 14.1 | 125
m

[1041] Resultados de PD

[1042] EI desafio de LPS indujo la liberacion de TNF-a en este modelo
farmacodinamico, observado en el punto de tiempo de muestreo de 2 horas. Los resultados
fueron consistentes con la cinética reportada de la liberacion de citocina en el modelo de
desafio de LPS en ratones, los niveles de TNF-a declinaron en el punto de tiempo de 4
horas. Por consiguiente, el efecto de los compuestos de prueba no podra ser medido, en
congruencia con esto, no se observaron significancias entre los grupos en el punto de
tiempo de 4 horas.

[1043] Se colectaron muestras de sangre a las 2 y 4 horas después del desafio de
LPS; se midieron los niveles de TNF-a en plasma. Los datos se expresaron como
mediazSEM, *p<0.05, **p<0.01 vs Grupo A, mediante Una via

[1044] En la FIGURA 37A se muestra, en el punto de tiempo de 2 horas, 4b en una
dosis de 5mpk inhibié significativamente la produccion de TNF-a; 6-1 demostré una
inhibicion dependiente del tiempo, y se inhibio la produccion significativa de TNF-a cuando
se dosificd 2 horas antes del desafio de LPS. DEX fue capaz de inhibir significativamente
TNF-a en el punto de tiempo de muestreo de 2 horas.

[1045] Se colectan muestras de sangre a las 2 y 4 horas posteriores al desafio de

LPS; se midieron los niveles de TNF-a en plasma. Los datos se expresaron como
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mediatSEM, *p<0.05, **p <0.01 vs Grupo A, mediante andlisis ANOVA de una via.

[1046] El analisis ANOVA se proporciona en la FIGURA 37B y la Tabla 21

TABLA 21. DATOS CRUDOS DE TNF- a

C:4b D: 6-1 E) 6-1 F) 6-1
TNF-a B: DEX 5MPK (- | 5SMPK(- | 5MPK(- | 5MPK (-
(pg/ml) | A:PBS | SMPK (-2h) | 2h) 2h) 24h) 48h)
840.2 644.3 56.5 110.6 23.1 1280.1
2h [ 12936 508.5 10.4 30.8 997.3 1149.4
968.6 487.1 274.8 240.8 55.4 750.0

EJEMPLO 122

[1047] Células dendriticas de raton

[1048] Para determinar el efecto del Compuesto 4b sobre las respuestas inmunes
inflamatorias inducidas por LPS ex vivo, células dendriticas (DC) CD11c" se aislaron a partir
de los bazos de ratones C57BI/6 de tipo salvaje (Jackon Labs, Protocol #426.0). DCs de
bazo se aislaron utilizando una digestion de Colagenasa D (400U/mL de colagenasa D
(Roche Cat #11088858001), 20ug/mL de DNasa | (Roche Cat #10104159001), FCS al 2%
en RPMI-1640 amortiguado con HEPES) y se incubaron a 37 °C durante 25 minutos.
Después de la incubacion, el tejido de bazo se lavé con RPMI-1640 y se filtré a través de un
filtro de 70 um, luego se realiz6 la lisis de los glébulos rojos utilizando un amortiguador de
lisis ACK (Gibco Cat #A1049201) durante 1 minuto. La suspension celular se lavd
posteriormente dos veces utilizando RPMI-1640. Las DCs clasicas se aislaron a partir de la
suspension celular mononuclear utilizando microcuentas magnéticas CD11c (Milteny Biotec
Cat #130108338). En resumen, la suspensién celular se lavé dos veces con amortiguador
de ejecucion autoMACS (Milteny Biotec Cat#130091221) antes de una incubacién de 30
minutos a 4 °C con microcuentas CD11c", segln los protocolos establecidos de Milteny
Biotec. Las células CD11c" se aislaron mediante seleccion positiva, se lavaron, se
suspendieron en RPMI completo [RPMI-1640 (ThermoFisher Scientific, Cat #15140122) que
contenia 10% de FBS (ThermoFisher Scientific, Cat #10082147) y 1% de penicilina-
estreptomicina (ThermoFisher Scientific, Cat #11875093)], y se contaron antes del cultivo
en 2x10° células por pozo. RPMI completo de control, RMPI completo tratado con
Compuesto 4b (a 10 nM y 100 nM) o RMPI completo tratado con Dexametasona (Sigma,

Cat#D4902-25MG) (a 10 nM y 100 nM) se afiadid a las células en una placa de cultivo de
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96 pozos. Las células tratadas con DC/Control, Compuesto 4b o Dexametasona se
incubaron durante 24 horas a 37 °C antes de la estimulacion con 10 ng/mL de LPS durante
24 horas.

[1049] Células dendriticas humanas:

[1050] Para determinar el efecto del Compuesto 4b sobre las respuestas inmunes
inflamatorias inducidas por LPS ex vivo en células inmunes innatas humanas, se aislaron
monocitos CD14" (Lonza Cat #2W-400C) y se cultivaron en presencia de RPMI completo
[RPMI-1640 (ThermoFisher Scientific, Cat #15140122) que contenia 10% de FBS
(ThermoFisher Scientific, Cat #10082147) y 1% de penicilina-estreptomicina (ThermoFisher
Scientific, Cat #11875093)] suplementado con IL4 humana (50 ng/mL) (Milteny Biotec, Cat
#130-093-922) y GM-CSF humano (100 ng/mL) (Milteny Biotec, Cat #130093866) durante 7
dias. EI RPMI completo con IL4 y GM-CSF se cambi6 cada tres dias. Se desarrollaron dos
condiciones de cultivo especificas: Condicion 1: Incubacion de monocitos CD14" con RPMI
completo de control, RMPI completo tratado con Compuesto 4b (a 10 nM y 100 nM) o RMPI
completo tratado con Dexametasona (Sigma) (a 10 nM y 100 nM) para el cultivo completo
de 7 dias o Condicién 2: Incubacién de monocitos CD14" con RPMI completo de control
durante 5 dias antes de la incubacién con RMPI completo de control, RMPI completo
tratado con compuesto 4b (a 10 nM y 100 nM) o RMPI completo tratado con Dexametasona
(Sigma, Cat#D4902-25MG) (a 10 nM y 100 nM) hasta el dia 7. El dia 7, los diversos grupos
experimentales se estimularon con 10 ng/mL de LPS durante 24 horas.

[1051] Medicion de citocinas en los sobrenadantes 24 horas después del desafio de
LPS ex vivo:

[1052] Los sobrenadantes se colectaron en placas de cultivo de tejido de fondo
redondo de 96 pozos 24 horas después del desafio de LPS y se almacenaron a -20 °C
hasta su analisis adicional. Las concentraciones de citocina en los sobrenadantes se
midieron utilizando un kit de inmunoensayo multiplex Pro-inflamatorio Panel 1 (raton)
(MesoScale Discovery, Cat #K15048D) de acuerdo con las instrucciones del fabricante o un
kit de inmunoensayo multiplex Pro-inflamatorio Panel 1 (humano) (MesoScale Discovery,
Cat #K15049D). En resumen, 50 pL/pozo de calibradores y muestras (diluidas en Diluyente
1:2) se afiadieron a las placas previamente recubiertas con anticuerpos de captura y se
incubaron a temperatura ambiente mientras se agitaban a 700 rpm durante 2 horas. Luego,
las placas se lavaron 3 veces con 1xPBS que contenia Tween-20 al 0.05% (p/v), seguido

por la adicion de 25 pL de solucion de anticuerpo de deteccién diluida en diluyente 45.
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Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente mientras se agitaban, las placas
se lavaron 3 veces, y se afiadieron 150uL de amortiguador de lectura 2x a cada pozo. La
electroquimioluminiscencia se ley6 inmediatamente en un instrumento MSD Spector®. El
anélisis de los datos se realiz6 con el software Prism™ de GraphPad. La significancia
estadistica dentro de los grupos se determind mediante Anova de una via con muditiple
comparacion de Turkey posterior a la prueba y el error estandar de la media (SEM+)
calculado.

[1053] Resumen de resultados y conclusiones:

[1054] Como se muestra en la Tabla 22, el desafio de LPS ex vivo indujo robusta
produccién de 1L12p70, IL1B, IL6, KC-GRO y TNF-a mediante DCs CD11c" de bazo. Por el
contrario, la administracion in vitro de Dexametasona y Compuesto 4b en dosis escaladoras
durante 24 horas redujo significativamente las respuestas de citocina inducidas por LPS en
DCs CD11c".

[1055] Tabla 22: El compuesto 4b y la Dexametasona (Sigma) inhiben la produccion

de citocina inducida por LPS en DCs de bazo CD11c".

Citoci | Control Control Dexametas | Dexametas | Dexametas | Dexameta
na +LPS ona (10nM) | ona (10nM) | ona sona
+LPS (100nM) (100nMm)
+LPS
IL- 17.43+2.72 | 77.02+4.40 | 8.55+1.08 30.41+3.22 |6.05+1.13 9.29+3.28
12p70
IL-1b 9.53+0.26 | 162.48+5.6 | 6.299+0.33 | 34.76+4.33 5.25+0.12 10.58+0.88
9
IL-6 144.49+16. | 1492.12+6 98.93+8.98 | 714.89+77.1 | 55.07+1.76 | 303.48+11.
69 6.47 3 37
KC- 111.69+1 | 536.47+49. | 75.7548.03 | 399.40+49.7 | 65.99+2.75 | 233.49+18.
GRO 0.96 90 5 48
TNF-a | 0+0 8644.14+7 | 0+0 2496.27+41 0+0 405.49+70.
4.73 5.75 23
4b (10nM) 4b (10nM) | 4b 4b (100nM)
+LPS (100nMm) +LPS
IL- 5.24+1.12 | 3.84+2.88 6.43+0.67 8.21+2.79
12p70
IL-1b | 5.22+0.11 | 6.32+0.83 5.65+0.18 | 4.80+0.99
IL-6 47.90+4.5 | 184.54+21. | 63.87+4.78 | 201.10+20.
5 59 96
KC- 62.85+6.51 | 186.57+15 84.30+6.0 211.96+25.
GRO 71 6 23
TNF-a | 010 146.46+18. | 0+0 193.29+25.
66 56
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[1056] Como se muestra en la Tabla 23, el desafio de LPS ex vivo indujo robusta
expresion de IL12p70, IL1B, IL6, y TNF-a mediante DCs derivadas de monocitos humanos.

En contraste, los monocitos cultivados durante todo el periodo de acondicionamiento de 7

5 dias (Condicién 1) con Compuesto 4b y Dexametasona (Sigma) dieron como resultado una
produccion de citocina proinflamatoria significativamente reducida. Ademés, el
acondicionamiento de las DCs derivadas de monocitos maduros con Compuesto 4b y
Dexametasona (Sigma) también disminuyé significativamente la produccion de IL12p70, IL6
y TNF-a en comparacién con la estimulacién de DC LPS de control.

10

[1057] Tabla 23: El compuesto 4b y la Dexametasona (Sigma) inhiben la produccion

15 de citocina inducida por LPS en DC derivada de monocitos humanos.

Condicién 1
Citocin Control Control Dexameta | Dexametas
a +LPS sona ona (10nM)
(10nM) +LPS
IL- 0.79+0.04 | 994.23+19. 0.65+0.02 4.83+0.05
12p70 89
IL-1b 0.80+0.00 | 12.97+0.18 | 0.625+0.00 1.77+40.11
1 6 6
IL-6 8.71+0.23 | 5669.2+266 | 2.68+0.03 | 687.45+2.17
12
IL-8 850.50+0. | 1677.86+20 | 174.59+0.6 | 8789.98+12
89 .06 8 6.98
TNF-a | 44.20+1.0 | 7476.12+17 | 2.32+0.098 | 242.34+10.7
8 7.0 5
4b (10nM) | 4b (10nM) 4b 4b (100nM)
+ LPS (100nM) +LPS
IL- 0.58+0.00 1.05+0.08 0.66+0.03 0.50+0.19
12p70 2
IL-1b 0.61+0.00 1.18+0.11 | 0.641+0.15 1.01+0.07
7
IL-6 2.23+0.00 | 325.46+2.1 @ 3.45+0.13 | 159.32+7.31
2 2
IL-8 166.99+2. | 8670.27+26 | 136.50+0.8 H 8461.59+52
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[1058] Las modalidades y ejemplos descritos anteriormente pretenden ser
meramente ilustrativos y no limitativos. Aquellos expertos en la técnica reconocerdn o
podran determinar utilizando no mas que la experimentacion de rutina, numerosos
equivalentes de los compuestos, materiales, y procedimientos especificos. Todos tales

equivalentes se consideran dentro del alcance y estan abarcados por las reivindicaciones

anexas.

01
1.28+0.08
7

Control

5.83+2.55

3.13+0.05

37.74+1.5
0
1541.04+8
2.6

61.49+4.8
2

4b (10nM)

0.60+0.01
0.59+0.00
5

12.87+0.3
12

274.75%1.
75
2.03+0.14
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8.97
117.75+6.6
3

Condicién 2

Control
+LPS

49.64+2.05

13.03+1.26

6679.97+17
3.8

1958.27+5.
35

2690.61+16
4.5

4b (10nM)
+LPS

4.81+0.63

30.10£0.93

5124.75+11
4.8

3003.52+21
2.16
874.18+30.
46

7
1.46+0.10

Dexameta
sona
(10nM)
0.64+0.03

0.611+0.00
3

14.76+0.26
7

288.23+6.0
2

1.73+0.02

4b
(100nM)
0.61+0.02
0.59:0.03

11.25+0.82

317.46+14.
83
1.37+0.251

2.77
123.31+0.11

Dexametas
ona (10nM)
+LPS
6.32+1.69

37.88+1.90

5747.37+23
4.08
3314.0+37.8
6

994.92+73.6
6

4b (100nM)
+LPS

2.0320.16

18.20+1.04

4680.03+10
4.90

2735.36+87.
88
696.26+75.1
0
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Formula (A):

(F|<~”)n
R2

R1

R3
(A);
0 una sal, solvato, estereoisémero, o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde:
R* y R? son, independientemente, -H, alquilo, alquil-C(0)-O-, -OH, o halo; o
R4
BN

o o
R* y R? conjuntamente forman ~

en donde R* es alquilo, arilo, arilalquilo, o un heterocicloalquilo que contiene

en donde el alquilo, arilo, arilalquilo, y heterocicloalquilo que contiene
N estan, independientemente en cada caso, opcionalmente sustituidos con -
NR*R”;
R® es -OH, R*-C(O)-X-, heteroalquilo, piperidinilo, -NR®R®, -oxiaril-NR*R", o -Z-A(R"),,
R® es, independientemente en cada caso, -OH, halo, alquilo, o arilalquilo;
R” es alquilo;

X es O o NR%:
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Zes S, S(0), S(0),, SO.NR?, O, C(O)NR?, C(O), o NR%;

A es arilo o heteroarilo;

RP es, independientemente en cada caso, halo, alquilo opcionalmente sustituido, -
OH, 0 -NR°R”;

R?*y R® son, independientemente en cada caso, -H, alquilo opcionalmente sustituido,
o0 arilo opcionalmente sustituido;

n es un entero desde 0-19; y

t es un entero desde 1-3;

con la condicién de que:
R4
o)\o

(1) R® no es —OH (a) cuando R* es —OH o (b) cuando R* y R? conjuntamente forman “*

jog
"y F~< }o—§
en donde R* es Cy.qalquilo o CH, y (2) R®no es .

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el compuesto de Férmula (A) tiene

la estructura de la Formula (A%):

(A%

en donde R!-R® son segin se define anteriormente y R*® y R® son cada una,
independientemente, halo o un atomo de hidrégeno.
3. El compuesto de la reivindicaciéon 2, en donde R' y R* conjuntamente forman
R4
0*0 4 . . . . . . . .
~ - en donde R" es arilo, arilalquilo, o alquilo, en donde el arilo, arilalquilo, y alquilo
estan opcionalmente sustituidos con -NR®R".

4. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde R® es -OH, -

(R");

§—0-6\7—NR3‘Rb
NR?R®, R%-C(0)-X—, 0 = , en donde R” es halo, t es un entero desde 0
hasta 2, R*es H, R es H o alquilo, XesO o NH, y R? es alquilo.

5. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A%
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(A%)
en donde n es un entero desde 0 hasta 4 y R® es —OH o R*C(0)-O—; en donde R* es
alquilo.

5 6. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A3):

(A)
en donde n es un entero desde 1-4 y R® es —OH o0 R*-C(0)-O—; en donde R” es alquilo.

7. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A%):

10
(A%)
en donde R® es -NR°R® y R* es alquilo, en donde R®* y R" son cada una,
independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, o0 R? y R, tomadas conjuntamente
forman un anillo de 3-7 miembros.
15 8. El compuesto de la reivindicacion 7, en donde R* es alquilo de Cy..
9. El compuesto de la reivindicacion 7 u 8, en donde R® es -NH,, -NHCHs, o -
N(CHa)..
10. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A®):
20 (A%)

en donde R* es alquilo, R™ es halo o un atomo de hidrégeno, y R™? es -NR®R® u —OH, en

donde R* y R son cada una, independientemente, un &tomo de hidrégeno o alquilo.
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11. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A®):

(A%

(R) R®
—X (CHa)o.-—NR?R® NRA-
en donde R® es , R®C(O)X-, §—NR2~(CHy)o- , 0 NR?R®, en
donde X es O o NR?, @ es arilo o heteroarilo, R” es halo, t es un entero desde 0-2, R*y
RP son cada una, independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, R? es alquilo, y R®

es alcoxi, y R* es alquilo

12. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula (A"

(A7)

(R")

XL A J-(CHa)o.—NRR O
en donde R® es , en donde X es O o NR?, es arilo o

heteroarilo, R® es halo, t es un entero desde 0-2, R? y R° son cada una,
independientemente, un atomo de hidrégeno o alquilo, R* es un atomo de hidrégeno o
fluoro, y R*® es fluoro.

13. El compuesto de la reivindicacion 1 de acuerdo con la Férmula 1000:

5
) (Rn
R |
R1 0
N
0]
R3 OH
1000

0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde:
R' y R? se seleccionan, independientemente, a partir del grupo que consiste en -H, -

OH, alquilo, -O-C(0)-alquilo, y halo; o
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R4
PN

R* y R? conjuntamente forman S “79,

ya sea (a), o (b), o (c):

(@) R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-

NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X

estd ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y estd ausente o0 -CH,-; y

R* se selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo, arilo, alquilarilo,

arilalquilo, heteroarilo, -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR®R",

y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH»-, u -O-; en

donde Y esta ausente o -CH,-;

0

(b) R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -OH, -O-C(O)-alquilo, -O-arilo,

-NR®R®,  -alquilen-NR®R®,  -X-arilen-Y-NR®R®,  -X-heteroarilen-Y-NR®R®, vy

heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en

donde Y estd ausente o0 -CH,-; y

R* se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-

NR?RP, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X

esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-;

0

(c) R® es -NR°R"; y

R* es alquilo;

R® se selecciona, independientemente en cada caso, a partir de un sustituyente en
el grupo que consiste en —OH, halo, y alquilo; n es un entero desde 0-19; y cada R® se
posiciona en cualquier atomo de anillo;

R? y R se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir del grupo que
consiste en -H y alquilo; 0 R* y R” se ciclizan para formar cicloheteroalquilo con tres a seis
atomos de anillo, incluyendo un heteroatomo, que es el N al cual se unen.

14. El compuesto de la reivindicacion 13 de acuerdo con la Formula 1010, 1020,

1030, o 1040:
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1030 1040
o una sal, solvato, o estereocisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos.
5 15. El compuesto de la reivindicacion 14 en donde R! es -OH: R%? es -H, -CH3 0 -OH;
y R® es -NH,.
16. ElI compuesto de la reivindicacién 13 de acuerdo con la Férmula 1110, 1120,

1130, o 1140:

10
1130 1140
0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos.
17. El compuesto de la reivindicacién 16 en donde
15 R®es -NR?R" y
R* es n-propilo.
18. El compuesto de la reivindicacion 17 de acuerdo con la Férmula 1120.
19. El compuesto de la reivindicacion 16 en donde R* es H,NCH,CH,- o
20 20. El compuesto de la reivindicacion 16 en donde

R® es -NR°R® -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, o
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y

esta ausente 0 -CHy-; y
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R* es alquilo, arilo, alquilarilo, o arilalquilo.

21. El compuesto de la reivindicacion 20 en donde R® es -NH,, -N(H)CHs, -N(CHa),,

(4

22. El compuesto de la reivindicacion 20 en donde R® es -O-arilen-NR?R", -O-

(0]

5 heteroarilen-NR?R®; en donde arilo o heteroarilo opcionalmente esta sustituido con
halégeno, deuterio, hidroxilo, o metoxilo.

23. El compuesto de la reivindicacion 20 en donde R® es -O-fenil-NR?R®, -O-

heteroarilen-NR®R”; en donde fenilo o heteroarilo opcionalmente esta sustituido con

halégeno o deuterio.

-
jeg
e ., 3 H2N
10 24. El compuesto de la reivindicacion 20 en donde R® es ,
-
T 0 T ™ E s
0 /©/ H,N O H,N_ N_ O :©/
SN ]
HzN\/©/ H \©/ U H,N
B
O
o HyN

heg

25. El compuesto de la reivindicacion 20 en donde R® es ,

1y
O "Oux
HO 0 ~
D~
D O
HoN D
15 26. El compuesto de la reivindicacién 20 en donde R® es D

27. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 20-26 en donde R* es n-
propilo.

28. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el compuesto es:
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0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos.

29. Un compuesto que comprende un agente de unién conjugado a un compuesto
de cualquiera de las reivindicaciones 1-28.

30. Un compuesto que comprende un agente de unidn conjugado a un compuesto
de cualquiera de las reivindicaciones 1-29 y una ciclodextrina (CD).

31. El compuesto de la reivindicacion 30, en donde la CD se selecciona a partir del

grupo que consiste en
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HO HG , en donde / indica el

enlace a través del cual la CD se une al conjugado proteina-esteroide.

32. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 29 a 31, en donde el agente
de unidn es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo.

33. El compuesto de la reivindicacion 29, en donde el agente de unién es un
anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo

34. El compuesto de la reivindicacion 29, de acuerdo con la Férmula 1200:
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_ ] _
) (Rn
R
BA L ]
R 0
AN
0
i3 OH
L — X
1200

0 una sal, solvato, o estereocisomero farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde:
R'y R? se seleccionan, independientemente, a partir del grupo que consiste en -H, -
OH, alquilo, -O-C(0)-alquilo, y halo; o
R4
o)\o
R® y R? conjuntamente forman = ~#
ya sea (a), o (b), o (c):
(@) R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-
NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X
esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente 0 -CH,-; y
R* se selecciona a partir del grupo que consiste en alquilo, arilo, alquilarilo,
arilalquilo, heteroarilo, -alquilen-NR®R®, -X-arilen-Y-NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®,
y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH»-, u -O-; en
donde Y esta ausente o -CH,-;
o
(b) R® se selecciona a partir del grupo que consiste en -OH, -O-C(O)-alquilo, -O-arilo,
-NR?R®,  -alquilen-NR®R®,  -X-arilen-Y-NR®R®,  -X-heteroarilen-Y-NR®R®, vy
heterocicloalquilo que contiene N; en donde X esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en
donde Y esta ausente o0 -CH,-; y
R* se selecciona a partir del grupo que consiste en -alquilen-NR?R®, -X-arilen-Y-
NR?R®, -X-heteroarilen-Y-NR?R®, y heterocicloalquilo que contiene N; en donde X
esta ausente, -N-, -CH,-, u -O-; en donde Y esta ausente o -CH,-;
o
(c) R® es -NR°R"; y
R* es alquilo;
R® se selecciona, independientemente en cada caso, a partir de un sustituyente en

el grupo que consiste en —OH, halo, y alquilo; n es un entero desde 0-19; y cada R® se
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posiciona en cualquier atomo de anillo;

R* y R se seleccionan, independientemente en cada caso, a partir del grupo que
consiste en -H y alquilo; 0 R* y R” se ciclizan para formar cicloheteroalquilo con tres a seis
atomos de anillo, incluyendo un heteroatomo, que es el N al cual se unen;

5 BA es un agente de union;

cada L es un enlazador opcional;

BA o L se une covelentemente a R o R* y

X es un entero desde 1 hasta 30.

35. El compuesto de la reivindicacién 34 de acuerdo con la Férmula 1210, 1220,

10 1230, 0 1240:

1210 1220

1230 1240
15 0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos;
en donde R® se une covelentemente a L o BA.
36. El compuesto de la reivindicacion 34 de acuerdo con la Férmula 1310, 1320,

1330, o0 1340:

20 1310 1320
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X X

1330 1340
0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos;
en donde R* se une covelentemente a L o BA.
37. El compuesto de la reivindicacion 29 seleccionado a partir del grupo que

consiste en:

BA

BA
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X
y sales, solvatos, y estereoisomeros farmacéuticamente aceptables de los mismos;
en donde cada L es un enlazador opcional;
cada BA es un agente de union; y
cada x es un entero desde 1 hasta 30.
38. El compuesto de la reivindicacion 29 seleccionado a partir del grupo que

consiste en:
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en donde x es un entero desde 1 hasta 30; y n es un entero desde 1 hasta 30;
0 una sal, solvato, o estereoisomero farmacéuticamente aceptable de los mismos.

39. Un método para tratar un padecimiento, desorden, o condicion asociada con la
sefalizacion del receptor de glucocorticoides que comprende administrar a un paciente que
tiene dicho padecimiento, desorden, o condicién una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1-28 o un compuesto de cualquiera de
las reivindicaciones 29-38.

40. El método de la reivindicacion 39, en donde el padecimiento, desorden, o
condicion es un padecimiento, desorden, o condicion inflamatoria.

41. El método de la reivindicacion 40, en donde se administra un compuesto de
cualquiera de las reivindicaciones 14-18.

42. El método de la reivindicacion 41, en donde se reducen los efectos secundarios
asociados con la administracion de la carga util de esteroides no conjugados de dicho
compuesto.

43. Un método de entrega de un compuesto de la reivindicacién 1 a una célula que
comprende poner en contacto dicha célula con un conjugado de esteroide de proteina de
dicho compuesto, en donde dicho conjugado de proteina comprende un anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo que se une a un antigeno de superficie de dicha
célula.

44. Un enlazador-carga 0til que comprende el compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1-28 unido a un grupo reactivo, opcionalmente a través de un enlazador.

45. El enlazador-carga (til de la reivindicacidon 44 seleccionado a partir del grupo que

consiste en:
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RESUMEN DE LA INVENCION
Se describen aqui conjugados de esteroide de proteina que son Utiles, por ejemplo,

para la entrega especifica a objetivo de glucocorticoides (GCs) a las células.
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3.9?5“\‘

anti-PRLR mAB

Watars: 2998 PDA,; 2707

‘?‘283 e

Bomba de HPLC isocratica Waters 1515

Automuestreador; Superdex Aumento 200
5/150 GL; 0.4 mL/min; PBS, pH 7.4;
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En células 293/PRLR/GRE/Luc

Log M

FIGURA 23A

En células 293/MMTV-Luc
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0 -5 -8 7

FIGURA 23B
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FIGURA 24
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FIGURA 25B
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293/MMTV-luc/iL2Rg+IL7TR -72 h
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FIGURA 25C
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FIGURA 25D
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FIGURA 34
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293_PRLR_UAS-Luc_ncADC (PRLR+células)
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FIGURA 36A
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293_UAS-Luc_ncADC (PRLR-células)

O anti-PRLR-Ab-LP112
<>~ 4b (carga Ui de LP112)
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Perfiles de concentracion media en sangre-tiempo de las muestras de
prueba en 1 mg/kg en ratones C57BL/6 macho (N=4)

10000 :

-0o— Dexametasona , IP-1mg/kg
~O—-4b, IP-1mg/kg
' 1000 ~0-6-1, IP-1mg/kg

I AN
i

K

Concentracion media en sangre (ng/mL)

0.1
0 4 &8

Tiempo (h)

Dexametasona 4b B
Para-

. IP, 1mg/Kg en ratones | (1P 1ma/K t P 1ma/K t
metros ( (IP, 1mg/Kg enratones | (IP, 1mg/Kg en ratones
4o pic | Dndad | cs7BL6 macho) C57BL/6 macho) C57BLI6 macho)

Mediai SD |CV(%)| Media| SD {CV(%)| Media| SD |CV(%)

Timax h 0.625{0.433| 68.3 {0.438|0.375] 85.7 [0.25010.00} 0.00

Cmax | N@/mb | 231 [ 7.97 | 345 | 384 | 175|443 | 44.8 [4.77| 106

tie h 1.64 10.187| 11.4 | 1.69 |0.620] 36.7 | 1.91 |0.210 11.0
terminal

AUCuma| '19""‘ 545 | 60.6 | 11.1 | 84.6 |7.71| 9.12 | 107 |13.6| 12.7
AUC ¢ h*’l‘_gfm 562 |67.2| 11.9 (89.2 |8.20 | 9.19 | 113 [14.1] 125

FIGURA 37A
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TNE-a ELISA
1500+
1000+ 1 N |CJA:PBS
E \ B : Dex 5 mg/kg (-2 h)
S \ £ C: 4b 5 mglkg (-2 h)
500- . T \ D : 64 5maglkg (-2 h)
' 7 \ PZAE : 61 5mglkg (-24 h)
T / \ IXIF ;8- 5 mglkg (-48 h)
. SN 72 7 N
A C D E F
TNF-a | B: DEX C:db D:6-1 E:6-1 F:6-l
(pg/ml) | APBS | smpK 5MPK 5MPK | S5MPK | B5MPK
(-2h) (-2h) (-2h) (-24h) | (-48h)
840.2 644.3 56.5 110.6 231 | 1280.1
2h 1293.6 508.5 10.4 30.8 997.3| 1149.4
968.6 487.1 274.8 240.8 55.4 750.0

FIGURA 37B
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