CONJUGADOS QUE COMPRENDEN FOSFORO (V) Y UNA FRACCION MOLECULAR DE
CAMPTOTECINA

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[001] La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Europea de
Patentes N° 21207284.7 presentada el 9 de noviembre de 2021, cuyo contenido esta
incorporado a la presente como referencia en su totalidad para todos los propositos.

CAMPO TECNICO
[002] La presente invencion se relaciona con conjugados de una molécula que se une a
receptores con una fraccion molecular de camptotecina, intermediarios para preparar los
mismos, métodos para preparar los mismos, composiciones farmacéuticas que los

comprenden, asi como usos de los mismos.

ANTECEDENTES

[003] Los conjugados anticuerpo-droga (ADC, por sus siglas en inglés) son agentes
bioterapéuticos que combinan moléculas citotoxicas con las propiedades direccionantes de
anticuerpos para matar especificamente células cancerosas. Una clase de drogas, que han
sido exploradas en cuanto a su uso en ADC, son la camptotecina y derivados de la misma.
En consecuencia, la camptotecina y derivados de la misma han atraido considerable interés
ya que actian como inhibidores de la topoisomerasa |I. Se han descripto ADC a modo de
ejemplo de camptotecina y derivados de la misma en, por ej. Han et al., “The Potential of
Topoisomerase Inhibitor-Based Antibody-Drug Conjugates”, Pharmaceutics 2022, 14, 1701,
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14081707; Conilh et al., “Exatecan Antibody Drug
Conjugates Based on a Hydrophilic Polysarcosine Drug-Linker Platform”, Pharmaceuticals
2021, 14, 247, https://doi.org/10.3390/ph14030247; WO 2020/245229; WO 2019/236954;
Burke et al., “Design, Synthesis, and Biological Evaluation of Antibody-Drug Conjugates
Comprised of Potent Camptothecin Analogs”, Bioconjugate Chem. 2009, 20, 1242-1250, doi:
10.1021/bc9001097; y Viricel et al., “Monodisperse polysarcosine-based highly-loaded
antibody-drug  conjugates”, Chemical Science, 2019, 10, 4048-4053, doi:
10.1039/c9sc00285e).

[004] Un ADC de un derivado de camptotecina que ha ganado mucha atencion es el ADC

del anticuerpo anti-Her2 Trastuzumab con deruxtecan. Este ADC ha sido aprobado para uso

médico, y es conocido también como DS-8201a y se comercializa bajo la marca Enhertu. Este
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ADC esta descripto en Ogitani et al., “DS-8201a, A Novel HER2-Targeting ADC with a Novel
DNA Topoisomerase | Inhibitor, Demonstrates a Promising Antitumor Efficacy with
Differentiation from T-DM1”, Clinical Cancer Research (22)20, 15 de octubre de 2016, pags.
5097-5108 (DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-15-2822).

[005] Enhertu fue inicialmente aprobado para el tratamiento de tumores solidos, a saber
cancer de mama Her2+y cancer colorrectal. Mas recientemente, se hallé que Enhertu cambio
el paradigma para el tratamiento de cancer de mama Her2-positivo, ya que muestra resultados
altamente promisorios en pacientes incluso con un bajo nivel de expresion de Her2, que
anteriormente se pensaba que no eran elegibles para un tratamiento para Her2 direccionado
(ver por ej. Siddiqui et al., “Enhertu (Fam-trastuzumab-deruxtecan-nxki) — Revolutionizing
treatment paradigm for HER2-Low breast cancer”, Annals of Medicine and Surgery 82 (2022)
104665; https://doi.org.10.1016/j.amsu.2022.104665). A pesar de que Enhertu es un ADC
aprobado y comercializado, aun permanecen ciertos inconvenientes. En particular, ha
resultado que Enhertu exhibe una estabilidad en suero comparativamente baja. Ademas,
toxicidades no relacionadas con la diana de Enhertu son aun problemas comidnmente
observados en aplicaciones terapéuticas. Muchas razones para esto pueden estar
relacionadas con defectos en el sistema enlazador entre la carga Gtil y el anticuerpo (Mckertish
et al., “Advances and Limitations of Antibody Drug Conjugates for Cancer”, Biomedicines
2021, 9, 872; https://doi.org/10.3390/biomedicines9080872). Por ejemplo, la captacion del
ADC en células no diana debido a interaccion de membrana con la estructura hidrofébica
enlazador-carga Uutil, o la formacion de agregados en forma de especies de mayor peso
molecular causadas por la hidrofobicidad de la carga util es probable que causen toxicidades
no relacionadas con la diana en el paciente. Mas aun, la liberacion prematura de la carga (til
desde el ADC y transferencia a proteinas del suero pueden conducir adicionalmente a efectos
secundarios fuera de la diana. La combinacién de estos efectos puede conducir a efectos
secundarios peligrosos para la vida, tales como enfermedad Pulmonar Intersticial o reduccién
de los glébulos blancos, en particular neutréfilos, ambos de los cuales son los efectos

secundarios graves mas comunes que se describen para Enhertu.
[006] En concordancia, existe aun una necesidad de conjugados adicionales que

comprendan una fraccion de camptotecina como droga, en particular conjugados que exhiban

una estabilidad en suero mejorada o muestren otras mejoras respecto de Enhertu.

RESUMEN



[007] Esta necesidad es encarada por el objeto como se define en las reivindicaciones y en

las formas de realizacion descriptas en la presente.

[008] En concordancia, la presente invencion se relaciona con un conjugado que tiene la

férmula (1):
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0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;
en donde:

RBM es una molécula de unién a receptor;

es un doble enlace; o

es un enlace;
V estd ausente cuando es un doble enlace; o
\% es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
X es R37C cuando es un doble enlace; o
Ra
|
X es Rs7C cuando es un enlace;

Y es NR®, S, O, o CR®RY;

R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R* es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido;



[009]
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es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccion de camptotecina;

es un entero en elrangode 1 a 10; y

es un entero en el rango de 1 a 20.

La presente invencion también se relaciona con un compuesto que tiene la férmula (l1):

(1,

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:
1'::’{ es un triple enlace; o
";:: es un doble enlace;
\% esta ausente cuando “ff; es un triple enlace; o
\% es H o alquilo (C1-Cs) cuando /f/’: es un doble enlace;
X es R37C cuando '{’: es un triple enlace; o
Ra
|
X es Rs7C cuando ";:: es un doble enlace:
Y es NR°, S, O, 0o CR°RY;
R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido;
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es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccion de camptotecina; y

es un entero en el rango de 1 a 10.

[0010] La presente invencion también se relaciona con un método de preparacion de un

conjugado de la férmula (I), comprendiendo dicho método:

hacer reaccionar un compuesto de la formula (I1)

(1),

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:

";:: es un triple enlace; o

f::: es un doble enlace;

\/ estd ausente cuando {,’3:‘ es un triple enlace; o

vV es H o alquilo (C1-Csg) cuando 'f es un doble enlace;
X es R37C cuando 2{; es un triple enlace; o



Rl

R3

R4

RS

RG

R7

|I?4
es Rs~C cuando = es un doble enlace;
es NR%, S, O, o CR®R”;
es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;
es un enlazador;
es una fraccion de camptotecina; y

es un entero en el rango de 1 a 10;

con una molécula que contiene tioles de la formula (111)

RBM—(—SH]n(HI)

en donde RBM es una molécula de unién a receptor; y

n es un entero en el rango de 1 a 20;

dando como resultado un compuesto de la formula (1)
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0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;
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en donde:

enlace; o

enlace;

RS
R4
RS

RG

3 O ™

=]

es un doble enlace cuando ’ff/’{ en un compuesto de la formula (Il) es un triple

es un enlace cuando ’5"{ en un compuesto de la férmula (1) es un doble

estd ausente cuando es un doble enlace; o

es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
es R37C cuando - es un doble enlace; o

Ra

|
es R37C cuando es un enlace;

es NR%, S, O, o CR®RY;

es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccion de camptotecina;

es un entero en elrango de 1 a 10; y

es un entero en el rango de 1 a 20.

[0011] La presente invencidn también se relaciona con un conjugado de la férmula (1)

obtenible u obtenido mediante un método de la invencién.
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[0012] La presente invencion también se relaciona con una composicion farmacéutica que

comprende un conjugado de la invencion.

[0013] La presente invencion también se relaciona con un conjugado de la invencion para uso
en un método de tratamiento de una enfermedad. La enfermedad puede ser cancer. El cancer

puede ser un tumor solido.

[0014] La presente invencion también se relaciona con una composicion farmacéutica de la
invencién para uso en un método de tratamiento de una enfermedad. La enfermedad puede

ser cancer. El cancer puede ser un tumor sélido.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0015] La Figura 1 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto 4-azido-2-
(dodecaetilenglicol)benzoato de metilo. El eje horizontal representa el tiempo de retencion en

minutos.

[0016] La Figura 2 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto 4-azido-2-
(dodecaetilenglicol)benzoato de metilo. El eje horizontal representa el tiempo de retencion en

minutos.

[0017] La Figura 3 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-
COOH.

[0018] La Figura 4 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG24)-

OSu. El eje horizontal representa el tiempo de retencion en minutos.

[0019] La Figura 5 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto

P5(PEG12,PEG24)-COOH. El eje horizontal representa el tiempo de retencién en minutos.

[0020] La Figura 6 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto

P5(PEG24,PEG24)-COOH. El eje horizontal representa el tiempo de retencién en minutos.

[0021] La Figura 7 muestra un cromatograma de HPLC analitica de la sal de TFA del

compuesto NH,-VC-PAB-Exatecan.



[0022] La Figura 8 muestra un cromatograma de HPLC analitica de la sal de TFA del

compuesto NH»-VC-PAB-Exatecan.

[0023] La Figura 9 muestra un cromatograma de HPLC analitica del isomero A del compuesto
NH2-VA-Exatecan.

[0024] La Figura 10 muestra un cromatograma de HPLC analitica del isomero B del

compuesto NH2-VA-Exatecan.

[0025] La Figura 11 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG2)-
VC-PAB-Exatecan.

[0026] La Figura 12 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan.

[0027] La Figura 13 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0028] La Figura 14 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-
VA-PAB-Exatecan.

[0029] La Figura 15 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-

VA-Exatecan a partir del isbmero A.

[0030] La Figura 16 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-

VA-Exatecan a partir del ismero B.

[0031] La Figura 17 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-

Exatecan.

[0032] La Figura 18 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab. SEC

significa cromatografia de exclusién por tamafio.

[0033] La Figura 19 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab. HIC

significa cromatografia de interaccion hidrofobica.



[0034] La Figura 20 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab.

[0035] La Figura 21 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab.

[0036] La Figura 22 muestra un cromatograma de SEC analitica de Palivizumab.

[0037] La Figura 23 muestra un cromatograma de HIC analitica de Palivizumab.

[0038] La Figura 24 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan.

[0039] La Figura 25 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan.

[0040] La Figura 26 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[0041] La Figura 27 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0042] La Figura 28 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[0043] La Figura 29 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG12)-
VA-PAB-Exatecan.

[0044] La Figura 30 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[0045] La Figura 31 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG12)-
VA-PAB-Exatecan.

[0046] La Figura 32 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isébmero A).
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[0047] La Figura 33 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG12)-

VA-Exatecan (isomero A).

[0048] La Figura 34 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isbmero B).

[0049] La Figura 35 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-P5(PEG12)-

VA-Exatecan (isbmero B).

[0050] La Figura 36 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan.

[0051] La Figura 37 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan.

[0052] La Figura 38 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0053] La Figura 39 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0054] La Figura 40 muestra un cromatograma de SEC analitica de Palivizumab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0055] La Figura 41 muestra un cromatograma de HIC analitica de Palivizumab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan.

[0056] La Figura 42 muestra espectros de MS de Trastuzumab reducido, glicosilado, después
de la reaccién con diferentes equivalentes de TCEP (parte superior) y 15 eq. de enlazador-
carga util (P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan). El célculo de la RDA a partir de estos espectros

en dependencia de las cantidades de TCEP se muestra en el grafico inferior.

[0057] La Figura 43 muestra la toxicidad in vitro de los ADC Trastuzumab (anti-Her2) unidos
a diferentes constructos basados en Exatecan enlazador-carga Util en lineas celulares
positivas para antigeno (HCC-78, parte superior y SKBR3, parte inferior a la izquierda) y una

linea celular negativa para antigeno (MDA-MB-468, parte inferior a la derecha).
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[0058] La Figura 44 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Trastuzumab (anti-Her2)
(Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan) y un control de isotipo que no se une (Pali-P5(PEG24)-

VC-PAB-Exatecan) en una linea celular positiva para antigeno (HCC-78).

[0059] La Figura 45 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Brentuximab (anti-CD30)
(Bren-P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan) en dos lineas celulares positivas para antigeno (L-540,
izquierda y SU-DHL-1, derecha).

[0060] La Figura 46 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Brentuximab (anti-CD30)
(Bren-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan) en un panel de lineas celulares positivas para antigeno
(SR-786, SU-DHL-1, HH, HBLM-2, L-540, MOTN-1) y una linea celular no diana de control
(HL-60).

[0061] La Figura 47 muestra la Evaluacion del efecto espectador de Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan en directa comparacién con Enhertu. Citotoxicidad in vitro de
los ADC en una linea celular positiva para antigeno (SKBRS3, parte superior izquierda) y una
linea celular negativa para antigeno (MDA-MB-468, parte superior derecha). La transferencia
del sobrenadante después de incubacién de SKBR-3 con los ADC a MDA-MB-468 se llevo a

cabo con el objeto de evaluar la muerte de espectadoras (MDA-MB-468, parte inferior).

[0062] La Figura 48 muestra la cuantificacion relativa de fosforilacion de Histona H2A.X (parte
superior izquierda), Caspasa 3 activada (parte superior derecha) y PARP activada (parte
inferior izquierda) y viabilidad celular (parte inferior a la derecha) después de tratamiento de
células SKBR-3 con Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan, Enhertu, Exatecan no

conjugado o Camptotecina no conjugada después de 1, 2 o 3 dias versus no tratadas.

[0063] La Figura 49 muestra la proporcion de droga a anticuerpo Enhertu y P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan después de incubacion en suero de rata a 37°C durante 0, 1, 3y 7 dias. Se
midié la proporcién de droga a anticuerpo mediante MS después de extraccion del ADC del

suero.
[0064] La Figura 50 muestra la citotoxicidad de los ADC Trastuzumab-P5(PEG12)-VC-PAB-

Exatecan (parte superior), Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan (parte media) y

Enhertu (parte inferior) medida después de 0, 1, 3y 7 dias de incubacion con suero de rata a
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37°C en una linea celular MDA-MB-468 negativa para Her2 (izquierda) y una linea celular

SKBR3 positiva para Her2 (derecha).

[0065] La Figura 51 muestra la citotoxicidad de los ADC Trastuzumab-P5(PEG12)-VC-PAB-
Exatecan (parte superior), Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan (parte media) y
Enhertu (parte inferior) medida después de 0, 1, 3y 7 dias de incubacién con suero humano
a 37°C en una linea celular MDA-MB-468 negativa para Her2 (izquierda) y una linea celular

SKBR3 positiva para Her2 (derecha).

[0066] La Figura 52 muestra la cuantificacion de la cantidad de anticuerpo total en circulacion
sanguinea después de tratamiento de ratas Spraque-Dawley hembras con Brentuximab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan-DAR8 mediante ELISA.

[0067] La Figura 53 muestra las curvas de fusion de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan y Enhertu determinadas utilizando fluorimetria nanodiferencial de barrido (hanoDSF,
por sus siglas en inglés).

[0068] La Figura 54 muestra un grafico para determinar las constantes de unién de equilibrio
(Kp) para la unién de Enhertu y Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan a Her2

extracelular, y los valores obtenidos para las constantes de unién de equilibrio (Kp).

[0069] La Figura 55 muestra el porcentaje de agregados formados cuando se incub6 ADC
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan que tiene una proporcion de droga a anticuerpo
de 8 (indicado como “DARS8”, por sus siglas en inglés) y Enhertu a 37°C y 4°C en la oscuridad

después de 0, 1, 2 y 4 semanas.

[0070] La Figura 56 muestra la mortandad especifica porcentual medida en un ensayo de
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo en base a la liberacién de calceina con células
diana SKBR-3, SKOV-3 y N87 positivas para Her2 cuando se utiliza Trastuzumab no
conjugado, Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8, Enhertu y un control de

isotipo.

[0071] La Figura 57 muestra los resultados de la investigacion de internalizacion en base a
pHrodo utilizando Trastuzumab conjugado, Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DARS8 y Enhertu con células SKOV-3 positivas para Her2 y células MDA-MB-468 negativas

para Her2.
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[0072] La Figura 58 muestra los resultados de las mediciones de citotoxicidad in vitro llevadas
a cabo utilizando Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu con células
SKBR-3, N87, HCC-1569, HCC-78, OE-19, SK-GT-2 y SKOV-3 positivas para Her2.

[0073] La Figura 59 muestra los resultados de la capacidad en espectadoras in vitro medida
después de incubacién con células SKBR3 positivas para Her2 con Trastuzumab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan DARS8 y Enhertu, y transferencia de sobrenadantes a células Karpas-299

y DU-145 negativas para Her2.

[0074] La Figura 60 muestra los resultados de mediciones de la capacidad en espectadoras
in vitro de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu en un cocultivo de
células SKBR-3 positivas para Her2 y células MDA-MB-468 negativas para Her2.

[0075] La Figura 61 muestra los resultados de mediciones de citotoxicidad llevadas a cabo
en células endoteliales de la vena umbilical humanas, células endoteliales bronquiales
humanas, células endoteliales sinusoidales hepéticas, células de Schwann, células epiteliales
tubulares proximales renales humanas, fibroblastos dérmicos humanos normales, células
epiteliales cérneas humanas y THLE-3 (hepatocitos) utilizando Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan DARS, Enhertu y Palivizumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8. Se muestra la
citotoxicidad de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con
Palivizumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 y Enhertu.

[0076] La Figura 62 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo llevados
a cabo con Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS en ratones SCID hembras que
fueron tratadas con 20 mg/kg de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 o

Enhertu como referencia.
[0077] La Figura 63 muestra el volumen tumoral medio de ratones CB17-Scid determinado
en un modelo de tumor sélido después de tratamiento con H8-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan

DARS.

[0078] La Figura 64 muestra el peso corporal de ratones CB17-Scid después de tratamiento
con H8-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS.
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[0079] La Figura 65 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo
(experimentos PK) obtenidos en ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de H8-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS o el anticuerpo H8 no modificado.

[0080] La Figura 66 muestra los cromatogramas de HIC y SEC de Trastuzumab P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan DAR4 que tienen un DAR promedio de 4.

[0081] La Figura 67 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo
(experimentos PK) obtenidos en ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de Tras-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan que tienen un DAR promedio de 4.

[0082] La Figura 68 muestra los resultados de una evaluacién in vivo de Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 que tiene una proporcion de droga a anticuerpo de 8
(DARS) en directa comparacion con Enhertu. Se informan los resultados iniciales después de

varios dias de observacion del crecimiento tumoral.

DESCRIPCION DETALLADA
[0083] La presente invencién se describe en detalle en lo siguiente y también se ilustra

adicionalmente mediante los ejemplos y figuras anexos.

Definiciones

[0084] A menos que se indique de otra manera, el término “alquilo” en si mismo o como parte
de otro término se refiere en general a un radical hidrocarbonado saturado, de cadena recta
o ramificada, sustituido o insustituido, que tiene el nimero indicado de a4tomos de carbono;
por ej. “alquilo (C1-Cs)” 0 “alquilo (C1-Ci0)” se refieren a un grupo alquilo que tienede 1a 80
de 1 a 10 atomos de carbono, respectivamente). Cuando el nUmero de a&tomos de carbono
no esta indicado, el grupo alquilo puede tener desde 1 a 8 atomos de carbono. Los grupos
alquilo (C;:-Csg) de cadena recta representativos incluyen, pero no estan limitados a, -metilo, -
etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -n-heptilo y -n-octilo; los grupos alquilo (C1-Cs)
ramificados incluyen, pero no estan limitados a, -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -tert-butilo,
-isopentilo, y -2-metilbutilo. En algunos aspectos, un grupo alquilo puede estar insustituido.
Opcionalmente, un grupo alquilo puede estar sustituido, tal como por ej. con uno o mas

grupos.

[0085] A menos que se indique de otra manera, el término “alquileno” como tal o como parte

de otro término, se refiere en general a un radical hidrocarbonado saturado, de cadena recta
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o ramificada, sustituido o insustituido, del nimero indicado de &tomos de carbono,
preferiblemente 1-10 atomos de carbono (-alquileno (C1-Cio)-) 0 preferiblemente 1 a 8 &tomos
de carbono (-alquileno (C1-Cs)-), y que tiene dos centros radicales monovalentes derivados
por la eliminacién de dos atomos de hidrégeno del mismo o de dos diferentes atomos de
carbono de un alcano parental. Cuando el nimero de atomos de carbono no esta indicado,
el grupo alquileno puede tener de 1 a 8 atomos de carbono. Los radicales alquileno tipicos
incluyen, pero no estan limitados a: metileno (-CH;-), 1,2-etileno (-CH.CH>-), 1,3-n-propileno
(- CH2CH2CH2-), y 1,4-n-butileno (-CH.CH,CH.CH,-). En algunos aspectos, un grupo
alquileno puede estar insustituido. Opcionalmente, un grupo alquileno puede estar sustituido,

tal como por ej. con uno 0 mas grupos.

[0086] A menos que se indique de otra manera, el término “alquenilo” como tal o como parte
de otro término se refiere en general a un radical hidrocarbonado insaturado, de cadena recta
o ramificada, que tiene un doble enlace y el numero indicado de atomos de carbono; por e;.
“alquenilo (C2-Cs)” 0 “alquenilo (C»-C10)” se refieren a un grupo alquenilo que tiene de 2 a 8 o
de 2 a 10 atomos de carbono, respectivamente). Cuando el nimero de a4tomos de carbono
no esté indicado, el grupo alquenilo puede tener de 2 a 8 atomos de carbono. Los grupos
alquenilo (C,-Csg) representativos incluyen, pero no estan limitados a, -etenilo, -1-propenilo,
- 2-propenilo, -1-butenilo, -2-butenilo, -isobutenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-
butenilo, -2-metil-2-butenilo, y -2,3-dimetil-2-butenilo. En algunos aspectos, un grupo
alquenilo puede estar insustituido. Opcionalmente, un grupo alquenilo puede estar sustituido,

tal como por ej. con uno 0 Mas grupos.

[0087] A menos que se indique de otra manera, el término “alquenileno” como tal o como
parte de otro término, se refiere en general a un radical hidrocarbonado de cadena ramificada
0 recta, insaturado, sustituido o insustituido del niumero indicado de atomos de carbono,
preferiblemente de 2-10 atomos de carbono (-alquenileno (C2-Cio)-) 0 preferiblemente de 2 a
8 atomos de carbono (-alquenileno (C2-Csg)-), y que tiene un doble enlace, y que tiene dos
centros radicales monovalentes derivados por la eliminacién de dos atomos de hidrégeno del
mismo o de dos diferentes atomos de carbono de un alqueno parental. Cuando el nimero de
atomos de carbono no esta indicado, el grupo alquenileno puede tener de 2 a 8 atomos de
carbono. Los radicales alquenileno tipicos incluyen, pero no estan limitados a: -etenileno-,
- 1-propenileno-, 2-propenileno-, -1-butenileno-, -2-butenileno-, -isobutenileno-, -1-
pentenileno-, - 2-pentenileno-, -3-metil-1-butenileno-, -2-metil-2-butenileno-, y -2,3-dimetil-2-

butenileno-. En algunos aspectos, un grupo alquenileno puede estar insustituido.
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Opcionalmente, un grupo alquenileno puede estar sustituido, tal como por ej. con uno 0 mas

grupos.

[0088] A menos que se indique de otra manera, el término “alquinilo” como tal o como parte
de otro término se refiere en general a un radical hidrocarbonado insaturado, de cadena recta
o ramificada, sustituido o insustituido, que tiene un triple enlace y el niumero indicado de
atomos de carbono; por ej. “alquinilo (C2-Cs)” 0 “alquinilo (C2-Ci0)” se refieren a un grupo
alquinilo que tiene de 2 a 8 0 de 2 a 10 atomos de carbono, respectivamente). Cuando el
namero de atomos de carbono no esta indicado, el grupo alquinilo puede tener de 2 a 8 atomos
de carbono. Los grupos alquinilo (C,-Cs) representativos incluyen, pero no estan limitados a,
-acetilenilo, -1-propinilo, -2-propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-pentinilo y -3-metil-
1-butinilo. En algunos aspectos, un grupo alquinilo puede estar insustituido. Opcionalmente,

un grupo alquinilo puede estar sustituido, tal como por ej. con uno 0 mas grupos.

[0089] A menos que se indique de otra manera, el término “alquinileno” como tal o como parte
de otro término, se refiere en general a un radical hidrocarbonado, insaturado, de cadena
ramificada o recta, sustituido o insustituido del ndmero indicado de &tomos de carbono,
preferiblemente de 2-10 atomos de carbono (-alquinileno (C2-Ci0)-) 0 preferiblemente de 2 a
8 atomos de carbono (-alquinileno (C2-Cs)-), y que tiene un triple enlace, y que tiene dos
centros radicales monovalentes derivados por la eliminacion de dos atomos de hidrégeno del
mismo o de dos diferentes &tomos de carbono de un alquino parental. Cuando el nimero de
atomos de carbono no estd indicado, el grupo alquinileno puede tener de 2 a 8 atomos de
carbono. Los radicales alquinileno tipicos incluyen, pero no estan limitados a: -etinileno-,
- 1 - propinileno- , -2-propinileno-, -1-butinileno-, -2-butinileno-, -1-pentinileno-, -2-pentinileno-
y -3-metil-1-butinileno-. En algunos aspectos, un grupo alquinileno puede estar insustituido.
Opcionalmente, un grupo alguinileno puede estar sustituido, tal como por ej. con uno o mas

grupos.

[0090] A menos que se indique de otra manera, el término “arilo”, como tal o como parte de
otro término, significa en general un radical hidrocarbonado aromético carbociclico
monovalente, sustituido o insustituido de 6 a 20 atomos de carbono (preferiblemente de 6 a
14 atomos de carbono, mas preferiblemente de 6 a 10 atomos de carbono, en formas de
realizacion muy preferidas 6 &tomos de carbono) derivados por la eliminacion de un &tomo de
hidrégeno de un Unico &tomo de carbono de un sistema de anillos aromatico parental. Algunos
grupos arilo estan representados en las estructuras a modo de ejemplo como “Ar”. Los grupos

arilo tipicos incluyen, pero no estan limitados a, radicales derivados de benceno, benceno
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sustituido, naftaleno, antraceno, y bifenilo. Un grupo arilo a modo de ejemplo es un grupo
fenilo. En algunos aspectos, un grupo arilo puede estar insustituido. Opcionalmente, un grupo

arilo puede estar sustituido, tal como por €j. con uno 0 mas grupos.

[0091] A menos que se indique de otra manera, el término "arileno”, como tal o como parte
de otro término, en general es un grupo arilo como se define anteriormente en donde uno de
los atomos de hidrégeno del grupo arilo esta reemplazado por un enlace (es decir es divalente)
y puede estar en orientaciones para, meta u orto como se muestra en las siguientes

estructuras, con fenilo como un grupo a modo de ejemplo:

En formas de realizacion seleccionadas, por ej. cuando una unidad conectora paralela
comprende un arileno, el arileno es un grupo arilo como se define anteriormente en donde dos
0 mas de los atomos de hidrégeno del grupo arilo estan reemplazados por un enlace (es decir
el arileno puede ser trivalente). En algunos aspectos, un grupo arileno puede estar
insustituido. Opcionalmente, un grupo arileno puede estar sustituido, tal como por €j. con uno

0 mMas grupos.

[0092] A menos que se indique de otra manera, el término “heterociclo” o “anillo heterociclico”,
como tal o como parte de otro término, se refiere en general a un sistema de anillo monociclico
o0 biciclico, monovalente, aromatico o0 no aromatico, sustituido o no sustituido, que tiene el
namero indicado de atomos de carbono (por ej. “heterociclo (Cs-Cs)” 0 “heterociclo (Cs-Ci)”
se refieren a un heterociclo que tiene de 3 a 8 o0 de 3 a 10 atomos de carbono,
respectivamente) y uno a cuatro heteroatomos como miembros de anillo independientemente
seleccionados de N, O, P 0 S, y derivado por eliminacion de un atomo de hidrégeno de un
atomo de anillo de un sistema de anillo parental. Uno o mas atomos de N, C 0 S en el
heterociclo pueden estar oxidados. El anillo que incluye el heteroatomo puede ser aromatico
0 no aromatico. A menos que se indique de otra manera, el heterociclo esta unido a su grupo
colgante en cualquier heteroatomo o atomo de carbono dé como resultado una estructura
estable. Los ejemplos representativos de un heterociclo (Cs-Cs) incluyen, pero no estan
limitados a, pirrolidinilo, azetidinilo, piperidinilo,  morfolinilo,  tetrahidrofuranilo,

tetrahidropiranilo, benzofuranilo, benzotiofeno, indolilo, benzopirazolilo, pirrolilo, tiofenilo
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(tiofeno), furanilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, pirimidinilo, piridinilo, pirazinilo, piridazinilo,
isotiazolilo, e isoxazolilo. En algunos aspectos, un grupo heterociclo puede estar insustituido.
Opcionalmente, un grupo heterociclo puede estar sustituido, tal como por ej. con uno 0 mas

grupos.

[0093] A menos que se indique de otra manera, el término “heterociclo” o “anillo heterociclico”,
como tal o como parte de otro término, se refiere en general a un grupo heterociclo como se
define anteriormente y que tiene el nimero indicado de atomos de carbono (por ej. heterociclo
(C3s-Cs) 0 heterociclo (C3-Ci0)) en donde uno de los atomos de hidrogeno del grupo heterociclo
estd reemplazado por un enlace (es decir es divalente). En formas de realizacion
seleccionadas, por ej. cuando una unidad conectora paralela comprende un heterociclo, el
heterociclo es un grupo heterociclo como se define anteriormente en donde dos o mas de los
atomos de hidrégeno del grupo heterociclo estan reemplazados por un enlace (es decir el
heterociclo puede ser trivalente). En algunos aspectos, un heterociclo o anillo heterociclico
puede estar insustituido. Opcionalmente, un heterociclo o anillo heterociclico puede estar

sustituido, tal como por ej. con uno 0 Mas grupos.

[0094] A menos que se indique de otra manera, el término “carbociclo” o “anillo carbociclico”
como tal o como parte de otro término, se refiere en general a un sistema de anillo carbociclico
monociclico o biciclico, monovalente, aromatico o no aromatico, sustituido o no sustituido, que
tiene el nimero indicado de atomos de carbono (por €j. “carbociclo (C3-Cs)” 0 “carbociclo (Cs-
Ci0)” se refieren a un carbociclo que tiene de 3 a 8 o de 3 a 10 atomos de carbono,
respectivamente) derivados por la eliminacién de un atomo de hidrégeno de un atomo de anillo
de un sistema de anillo parental. Como ejemplos ilustrativos pero no limitantes, el carbociclo
puede ser un carbociclo de 3, 4, 5, 6, 7 u 8 miembros. Los carbociclos (Cs-Csg) representativos
incluyen, pero no estan limitados a, fenilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclopentadienilo, ciclohexilo, ciclohexenilo, 1,3-ciclohexadienilo, 1,4-ciclohexadienilo,
cicloheptilo, 1,3- cicloheptadienilo, 1,3,5-cicloheptatrienilo, ciclooctilo, y ciclooctadienilo. En
algunos aspectos, un carbociclo puede estar insustituido. Opcionalmente, un carbociclo

puede estar sustituido, tal como por ej. con uno 0 mas grupos.

[0095] A menos que se indique de otra manera, el término “carbociclo” o “anillo carbociclico”,
como tal o como parte de otro término, se refiere en general a un grupo carbociclo como se
define anteriormente que tiene el nimero indicado de atomos de carbono (por €j. “carbociclo
(Cs-Cs)” 0 “carbociclo (Cs-Cio)” se refieren a u carbociclo o anillo carbociclico que tiene de 3 a

8 o de 3 a 10 atomos de carbono, respectivamente), en donde otro de los atomos de hidrogeno
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de los grupos carbociclo estd reemplazado por un enlace (es decir es divalente). En formas
de realizacion seleccionadas, por ej. cuando una unidad conectora paralela comprende un
carbociclo o anillo carbociclico, el carbociclo o anillo carbociclico es un grupo carbociclo como
se define anteriormente, en donde dos o mas de los &tomos de hidrégeno del grupo carbociclo
estdn reemplazados por un enlace (es decir el carbociclo o anillo carbociclico puede ser
trivalente). En algunos aspectos, un carbociclo o anillo carbociclico puede estar insustituido.
Opcionalmente, un heterociclo o anillo heterociclico puede estar sustituido, tal como por e€j.

con uno 0 MAs grupos.

[0096] A menos que se indique de otra manera, el término “heteroalquilo”, tomo tal o en
combinacion con otro término, puede significar, a menos que se indique de otra manera, un
radical hidrocarbonado estable de cadena recta o ramificada, o combinaciones de los mismos,
completamente saturada o que contiene de 1 a 3 grados de insaturacion, que consiste en el
namero indicado de atomos de carbono (por ej. heteroalquilo (C1-Cs) 0 heteroalquilo (C1-Cio))
y desde uno a diez, preferiblemente uno a tres, heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en O, N, Siy S, y en donde los atomos de nitrégeno y azufre pueden opcionalmente
estar oxidados y el heteroatomo nitrdgeno puede opcionalmente estar cuaternizado. El(los)
heteroatomo(s) O, N y S pueden estar situados en cualquier posicion interior del grupo
heteroalquilo o en la posicién en la cual el grupo alquilo esta unido al resto de la molécula. El
heterodtomo Si puede estar situado en cualquier posicién del grupo heteroalquilo, incluyendo
la posicién en la cual el grupo alquilo esta unido al resto de la molécula. Los ejemplos incluyen
-CH2-CH2-O-CHs, -CH2-CH2-NH-CHs, -CH2-CH2-N(CH3)-CHs, -CH2-S-CH3-CHs, -CH2-CHs-
S(O)-CHs,  -NH-CH2-CH2-NH-C(O)-CH2-CH3z,  -CH>-CH»-S(0)2-CH3z,  -CH=CH-O-CHs,
- Si(CH3)3, -CH2-CH=N-0O-CHg3;, y -CH=CH-N(CH3)-CHs;. Hasta dos heteroatomos pueden ser
consecutivos, tal como por ejemplo -CH,-NH-OCHs; y -CH2-O-Si(CH3)s. En formas de
realizaciéon preferidas, un heteroalquilo o heteroalquileno (C:-C4) tiene de 1 a 4 atomos de
carbono y 1 o 2 heteroatomos y un heteroalquilo o heteroalquileno (C;-C3) tiene de 1 a 3
atomos de carbono y 1 o 2 heteroatomos. En algunos aspectos, un heteroalquilo o
heteroalquileno es saturado. En algunos aspectos, un heteroalquilo o heteroalquileno puede
estar insustituido. Opcionalmente, un heteroalquilo o heteroalquileno puede estar sustituido,

tal como por ej. con uno 0 Mas grupos.

[0097] A menos que se indique de otra manera, el término “heteroalquileno” como tal o como
parte de otro sustituyente significa un grupo divalente derivado de un heteroalquilo (como se
describe anteriormente) que tiene el numero indicado de atomos de carbono (por ej.

heteroalquileno (C1-Cs) o heteroalquileno (C1-Ci0)), como se ejemplifica mediante -CH2-CHa-
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S-CH»-CHz- y -CH»>-S-CH,-CH,-NH-CH»-. Para los grupos heteroalquileno, los heteroatomos
pueden ocupar también cualquiera o ambos de los extremos de la cadena. Aln
adicionalmente, para los grupos de unién a alquileno y heteroalquileno, no esta implicada
ninguna orientacién de los grupos de unién. En formas de realizacién seleccionadas, por e€j.
cuando una unidad conectora paralela comprende un heteroalquileno, el heteroalquileno es
un grupo heteroalquilo definido anteriormente en donde dos 0 mas de los &tomos de hidrégeno
del grupo heteroalquilo estdn reemplazados por un enlace (es decir el heteroalquileno puede
ser trivalente). En algunos aspectos, un heteroalquilo o heteroalquileno pueden estar
saturados. En algunos aspectos, un heteroalquileno estd insustituido. Opcionalmente, un

heteroalquileno puede estar sustituido, tal como por €j. con uno 0 mas grupos.

[0098] El término “hal6égeno”, a menos que se defina de otra manera, se refiere en general a
elementos del 7° grupo principal; preferiblemente fldor, cloro, bromo y iodo; mas

preferiblemente fllor, cloro y bromo; aiin mas preferiblemente, fltor y cloro.

[0099] EI término “sustituido”, “opcionalmente sustituido”, “opcionalmente puede estar
sustituido” o lo similar, a menos que se indique de otra manera, significa en general que uno
0 mas atomos de hidrégeno pueden estar cada uno independientemente reemplazados por
un sustituyente. Los sustituyentes tipicos incluyen, pero no estan limitados a, -X, -R, -O, - OR,
-SR, -S, -NR2, -NR3, =NR, -CXs, -CN, -OCN, -SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO, =Ny, - N3, -
NRC(=O)R, -C(=O)R, -C(=O)NR2, -SOsz, -SOsH, -S(=0):R, -OS(=0):0R, -S(=0):NR,
- S(=O)R, -OP(=0)(OR)2, -P(=0)(OR)2, -PO4*, -PO3sHz, -C(=O)R, -C(=0)X, -C(=S)R, -CO:R,
- COy, -C(=S)OR, -C(=0)SR, -C(=S)SR, -C(=O)NR2, -C(=S)NR2, 0 -C(=NR)NR2, en donde
cada X es independientemente un halégeno: -F, -Cl, -Br, o0 -I; y cada R es independientemente
-H, -alquilo (C1-Cx) (tal como por ej. -alquilo (C1-C1o) 0 -alquilo (C1-Cg)), -arilo (Ce-Ca0), (tal
como por €j. -arilo (Cs-C10) 0, preferiblemente, -arilo Cg), -heterociclo (Cs-Ci4) (tal como por €j.
-heterociclo (Cs-Ci0) 0 -heterociclo (Cs-Cs)), un grupo protector, o una fraccién de prodroga.

Los sustituyentes tipicos también incluyen (=0).

[00100] El término “residuo alifatico o aromatico”, como se utiliza en la presente, se
refiere en general a un sustituyente alifatico, tal como por ej. pero no limitados a, un residuo
alquilo, el cual, sin embargo, puede estar opcionalmente sustituido por sustituyentes alifaticos
y/o aromaticos adicionales. Como ejemplos no limitantes, un residuo alifatico puede ser un
acido nucleico, una enzima, una coenzima, un nucledtido, un oligonucleétido, un
monosacarido, un polisacarido, un polimero, un fluor6foro, opcionalmente benceno sustituido,

etc., siempre que sea alifatico el enlace directo de dicha molécula a la estructura central (en
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el caso de R?, por €j. el enlace al atomo de oxigeno unido al fésforo). Un residuo aromético
es un sustituyente, en donde el enlace directo a la estructura central es parte de un sistema
aromatico, por ej. un fenilo o triazolilo o piridilo o nucleétido opcionalmente sustituidos; como
ejemplo no limitante, si el enlace directo del nucleétido a la estructura central es por ejemplo
mediante un residuo fenilo. EIl término “residuo aromatico”, como se utiliza en la presente,

también incluye un residuo heteroaromatico.

[00101] El término “péptido”, a menos que se indique de otra manera, se refiere en
general a un compuesto organico que comprende dos 0 mas aminoacidos covalentemente
unidos mediante enlaces peptidicos (enlace amida). Los péptidos pueden ser referidos con
respecto al nimero de aminoéacidos constituyentes, es decir un dipéptido contiene dos
residuos aminoacidos, un tripéptido contiene tres, etc. Los péptidos que contienen diez o
menos aminoacidos pueden ser referidos como oligopéptidos, mientras que aquellos con mas
de diez residuos aminoécidos, por ej. con hasta aproximadamente 30 residuos aminoacidos,

son polipéptidos.

[00102] El término “aminoacido”, como se utiliza en la presente, se refiere en general a
un compuesto organico que tiene un grupo -CH(NH3)-COOH. En una forma de realizacién, el
término “aminoacido” se refiere a un aminoacido natural. Como ejemplos ilustrativos, los
aminodcidos naturales incluyen arginina, lisina, acido aspartico, acido glutdmico, glutamina,
asparagina, histidina, serina, treonina, tirosina, cisteina, metionina, triptofano, alanina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, valina, prolina y glicina. Sin embargo, el término en su

significado més amplio abarca también amino&cidos no naturales.

[00103] Los aminoacidos y péptidos de acuerdo con la descripcion pueden también
estar modificados en los grupos funcionales. Los ejemplos no limitantes son sacaridos, por
ej. N-acetilgalactosamina (GalNAc), o grupos protectores, por ej. modificaciones

Fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o ésteres.

[00104] El término "anticuerpo”, como se utiliza en la presente, estd destinado a
referirse a moléculas de inmunoglobulina, que comprenden preferiblemente cuatro cadenas
polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas livianas (L) que estan tipicamente
interconectadas mediante enlaces disulfuro. Cada cadena pesada comprende una region
variable de cadena pesada (abreviada en la presente como VH) y una region constante de

cadena pesada. La region constante de cadena pesada puede comprender por e€j. tres
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dominios CH1, CH2 y CH3. Cada cadena liviana comprende una region variable de cadena
liviana (abreviada en la presente como VL) y una region constante de cadena liviana. La
region constante de cadena liviana comprende un dominio (CL). Las regiones VH y VL pueden
subdividirse en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn mas conservadas,
denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL estan compuestas tipicamente por tres
CDR y hasta cuatro FR dispuestas desde el amino terminal hacia el carboxi terminal, por €j.
en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

[00105] Como se utiliza en la presente, el término “Regiones Determinantes de la
Complementariedad” (CDR; por ej. CDR1, CDR2 y CDR3) se refiere a los residuos
aminoéacidos de un dominio variable de anticuerpo, cuya presencia es necesaria para la unién
al antigeno. Cada dominio variable tiene tipicamente tres regiones CDR identificada como
CDR1, CDR2 y CDR3. Cada region determinante de complementariedad puede comprender
residuos aminoacidos de una “region determinante de complementariedad” como define Kabat
(por ej. aproximadamente residuos 23-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio variable
de la cadenaliviana'y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de la cadena
pesada; y/o esos residuos de un “bucle hipervariable” (por ej. aproximadamente residuos 26-
32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio variable de la cadena liviana 'y 26-32 (H1), 53-
55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio variable de la cadena pesada). En algunas instancias,
una region determinante de la complementariedad puede incluir aminoacidos tanto de una

region CDR definida de acuerdo con Kabat como de un bucle hipervariable.

[00106] Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus
cadenas pesadas, los anticuerpos intactos pueden asignarse a diferentes “clases”. Existen
cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM y varios de estos
pueden dividirse adicionalmente en “subclases” (isotipos), por ej. 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4,
IgAl, e IgA2. Una clase preferida de inmunoglobulinas para uso en la presente invencion es
Ig9G.

[00107] Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a las diferentes
clases de anticuerpos se denominan [alfa], [delta], [épsilon], [gamma], y [mu],
respectivamente. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales
de diferentes clases de inmunoglobulinas son bien conocidas. Como se utilizan en la
presente, los anticuerpos son anticuerpos convencionalmente conocidos y fragmentos

funcionales de los mismos.
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[00108] Un “fragmento funcional” o “fragmento de anticuerpo de unién a antigeno” de
un anticuerpo/inmunoglobulina, o “fragmento de unién antigeno de un anticuerpo” o “un
fragmento de anticuerpo” o un “fragmento de un anticuerpo” en general se relaciona con un
fragmento de un anticuerpo/inmunoglobulina (por ej. una regién variable de una IgG) que
retiene la region de unién a antigeno. Una “region de union a antigeno” de un anticuerpo se
halla tipicamente en una 0 mas regiones hipervariables de un anticuerpo, por €j. las regiones
CDR1, -2 y/o -3; sin embargo, la regiones de “marco” variables también pueden jugar un rol
importante en la unién a antigeno, tal como proporcionar un andamiaje para las CDR.
Preferiblemente, la “region de unidon a antigeno” comprende al menos los residuos
aminoacidos 4 a 103 de la cadena liviana (VL) variable y 5 a 109 de la cadena pesada (VH)
variable, mas preferiblemente los residuos aminoacidos 3 a 107 de laVLy 4 a 111 de la VH,
y particularmente preferidas son las cadenas VL y VH completas (posiciones de aminoacidos
1al1l09delaVLy1a113 de la VH; numeracion de acuerdo con la WO 97/08320).

[00109] “Fragmentos funcionales”, “fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno”,
“fragmentos de unidén a antigeno de un anticuerpo”, o “fragmentos de anticuerpo” o
“fragmentos de un anticuerpo” de la descripcion pueden incluir, pero no estan limitados a,
aquellos que contienen al menos un enlace disulfuro que puede reaccionar con un agente
reductor como se describe en la presente. Los ejemplos de fragmentos adecuados incluyen
los fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab"),, y Fv; diacuerpos; anticuerpos de dominio Unico
(DAbs), anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena Unica (scFv); y
multiespecificos, tales como bi- y triespecificos, anticuerpos formados a partir de fragmentos
de anticuerpo. Un anticuerpo distingo de un anticuerpo "multiespecifico” o "multifuncional” se
entiende que tiene cada uno de sus sitios de union idénticos. El F(ab’), o Fab puede ser
modificado por ingenieria para minimizar o eliminar completamente las interacciones disulfuro

intermoleculares que ocurren entre los dominios CH1 y CL.

[00110] El término "regién Fc " en la presente se utiliza en general para definir una
region C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una
porcion de la region constante. El término incluye regiones Fc de secuencia nativa y regiones
Fc variantes. En una forma de realizacién, una region Fc de cadena pesada de IgG humana
se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilo terminal de la cadena
pesada. Sin embargo, la lisina C-terminal (Lys447) de la region Fc puede o no estar presente.

A menos que se especifique de otra manera en la presente, la numeracion de los residuos
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aminod&cidos en la region Fc o region constante es de acuerdo con el sistema de numeracién

EU, también llamado indice EU.

[00111] Las variantes de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de union a
antigeno contempladas en la presente son moléculas en las cuales se mantiene la actividad

de unién del anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién a antigeno.

[00112] Las “proteinas de union” o “moléculas de unidn proteinaceas con propiedades
de unién de tipo anticuerpo, como se utiliza en la presente, son conocidas generalmente para
una persona experta en el arte. Los ejemplos ilustrativos, no limitantes, incluyen aficuerpos,

adnectinas, anticalinas, DARPinas y avimeros.

[00113] Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo “humano” se define
en general como uno que no es quimérico (por ej. no “humanizado”) y no a partir de (ya sea
totalmente o en parte) una especie no humana. Un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo humano puede derivarse de un ser humano o puede ser un anticuerpo
humano sintético. Un “anticuerpo humano sintético” se define en la presente como un
anticuerpo que tiene una secuencia derivada, totalmente o en parte, in silico a partir de
secuencias sintéticas que estan basadas en el andlisis de secuencias de anticuerpos
humanos conocidas. El disefio in silico de una secuencia de anticuerpo humano o fragmento
de la misma puede lograrse, por ejemplo, analizando una base de datos de secuencias de
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, y concibiendo una secuencia polipeptidica que
utiliza los datos obtenidos de alli. Otro ejemplo de un anticuerpo humano o fragmento de
union a antigeno del mismo es uno que es codificado por un acido nucleico aislado de una
biblioteca de secuencias de anticuerpos de origen humano (por ej. estando basada dicha

biblioteca en anticuerpos tomados de una fuente natural humana).

[00114] Un “anticuerpo humanizado” o fragmento de unién a antigeno del mismo
humanizado se define en general en la presente como uno que es (i) derivado de una fuente
no humana (por ej. un ratdén transgénico que lleva un sistema inmune heterdlogo), el cual
anticuerpo esta basado en una secuencia germinal humana; (ii) en donde los aminoacidos de
las regiones marco de un anticuerpo no humano estan parcialmente intercambiadas con
secuencias de aminoacidos humanas mediante ingenieria genética o (iii) injerto de CDR, en

donde las CDR del dominio variable son de un origen no humano, mientras que uno 0 mas
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marcos del dominio variable son de origen humano y el dominio constante (si existe) es de

origen humano.

[00115] Un “anticuerpo quimérico” o fragmento de unién a antigeno del mismo se define
en general en la presente como uno en donde los dominios variables se derivan de un origen

no humano y alguno o todos los dominios constantes se derivan de un origen humano.

[00116] El término "anticuerpo monoclonal" como se utiliza en la presente se refiere en
general a un anticuerpo obtenido de una poblacion de anticuerpos sustancialmente
homogéneos, es decir los anticuerpos individuales comprendidos en la poblacién son
idénticos excepto por posibles mutaciones, por ej. mutaciones naturales, que pueden estar
presentes en cantidades menores. Asi, el término “monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo como no siendo una mezcla de anticuerpos discretos. En contraste con las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopes), cada anticuerpo monoclonal de una
preparacion de anticuerpos monoclonales esta dirigido contra un Unico determinante de un
antigeno. Ademas de su especificidad, las preparaciones de anticuerpos monoclonales son
ventajosas en el sentido de que estan tipicamente no contaminadas con otras
inmunoglobulinas. EIl término "monoclonal” no debe ser interpretado como que requiere la
produccion del anticuerpo por algun método particular. EIl término anticuerpo monoclonal

incluye especificamente anticuerpos quiméricos, humanizados y humanos.

[00117] Un anticuerpo “aislado” es en general uno que ha sido identificado y separado
de un componente de la célula que lo expres6. Componentes contaminantes de la célula son
materiales que interferirian con los usos de diagnéstico o terapéuticos del anticuerpo y pueden

incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinaceos o no proteinaceos.

[00118] Como se utiliza en la presente, un anticuerpo “se une especificamente a”, es
“especifico para” o “reconoce especificamente” un antigeno de interés, por ej. una diana de
antigeno polipeptidico asociado a un tumor, es en general uno que se une al antigeno con
suficiente afinidad de modo que el anticuerpo es Util como un agente terapéutico en hacer
diana en una célula o tejido que expresa el antigeno, y no reacciona en forma cruzada
significativamente con otras proteinas o no reacciona en forma cruzada significativamente con
proteinas distintas de ortélogos y variantes (por ej. formas mutantes, variantes de empalme,

o formas proteoliticamente truncadas) de la diana de antigeno anteriormente mencionada. El
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término “reconoce especificamente” o “se une especificamente a” o es “especifico para” un
polipéptido particular o un epitope de una diana polipeptidica particular como se utiliza en la
presente puede ser exhibido, por ejemplo, por un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo, que tiene una Kp monovalente para el antigeno de menos de aproximadamente
10* M, alternativamente menos de aproximadamente 10° M, alternativamente menos de
aproximadamente 10° M, alternativamente menos de aproximadamente 107 M,
alternativamente menos de aproximadamente 10® M, alternativamente menos de
aproximadamente 10° M, alternativamente menos de aproximadamente 101 M,
alternativamente menos de aproximadamente 101! M, alternativamente menos de
aproximadamente 1012 M, o menos. Un anticuerpo “se une especificamente a”, es “especifico
para” o “reconoce especificamente” un antigeno si dicho anticuerpo es capaz de discriminar
entre dicho antigeno y uno o mas antigenos de referencia. En su forma mas general, “unién
especifica”, “se une especificamente a”, es “especifico para” o “reconoce especificamente” se
refieren a la capacidad del anticuerpo para discriminar entre el antigeno de interés y un
antigeno no relacionado, como se determina, por ejemplo, de acuerdo con uno de los
siguientes métodos. Dichos métodos comprenden, pero no estan limitados a, resonancia de
plasmones superficiales (SPR), Western Blots, ensayos ELISA, RIA, ECL, IRMA, y escaneos
de péptidos. Por ejemplo puede realizarse un ensayo ELISA estandar. La calificacion puede
realizarse mediante el desarrollo de color estandar (por ej. anticuerpo secundario con
peroxidasa de rabano picante y tetrametil bencidina con perdxido de hidrégeno). La reaccion
en ciertos pocillos es calificada mediante la densidad éptica, por ejemplo, a 450 nm. El
trasfondo tipico (= reaccién negativa) puede ser de 0,1 DO; la reaccion positiva tipica puede
ser de 1 DO. Esto significa que la diferencia positiva/negativa es mas de 5 veces, 10 veces,
50 veces y preferiblemente mas de 100 veces. Tipicamente, la determinacién de la
especificidad de union se realiza no utilizando un Gnico antigeno de referencia sino un
conjunto de tres a cinco antigenos no relacionados, tales como leche en polvo, BSA,

transferrina o lo similar.

[00119] "Afinidad de union” o “afinidad” se refiere en general a la fuerza de la suma total
de interacciones no covalentes entre un Unico sitio de union de una molécula y su compafiero
de unién. A menos que se indique de otra manera, como se utiliza en la presente, "afinidad
de union" se refiere a afinidad de union intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre los
miembros de un par de unién (por ej. un anticuerpo y un antigeno). La constante de
disociacién “Kp” se utiliza comunmente para describir la afinidad entre una molécula (tal como
un anticuerpo) y su compaiiero de union (tal como un antigeno), es decir cuan fuertemente se

une un ligando a una proteina en particular. Las afinidades ligando-proteina estan
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influenciadas por las interacciones intermoleculares no covalentes entre las dos moléculas.
La afinidad puede medirse mediante métodos comunes conocidos en el arte, incluyendo
aquellos descriptos en la presente. En una forma de realizacién, el valor de "Kp" 0 "Kp de
acuerdo con esta invencién se mide utilizando ensayos de resonancia de plasmones
superficiales utilizando dispositivos adecuados que incluyen, pero no estan limitados a, los
instrumentos de Biacore tales como Biacore T100, Biacore T200, Biacore 2000, Biacore 4000,
Biacore 3000 (GE Healthcare Biacore, Inc.), o un instrumento ProteOn XPR36 (Bio-Rad

Laboratories, Inc.).

[00120] El término “conjugado anticuerpo droga” o abreviadamente ADC es bien
conocido para una persona experta en el arte, y, como se utiliza en la presente, se refiere en
general a la union de un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo con una
droga, tal como un agente quimioterapéutico, una toxina, un agente inmunoterapéutico, una

sonda de toma de imagenes, y lo similar.

[00121] La presente descripcion también se relaciona con una “sal farmacéuticamente
aceptable”. Puede utilizarse cualquier sal farmacéuticamente aceptable. En particular la
expresion “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal de un conjugado o
compuesto de la presente invencion que es farmacéuticamente aceptable y que posee la
actividad farmacolégica deseada del compuesto parental. En particular, dichas sales tienen
una toxicidad baja y pueden ser sales de adicion de acido inorganico u organico y sales de
adicién de bases. Especificamente, dichas sales incluyen, pero no estan limitadas a: (1) sales
de adicién de acido formadas con &cidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfarico, acido nitrico, acido fosforico, y lo similar; o formadas con &cidos
organicos tales como &cido acético, acido propiénico, &acido hexanoico, &acido
ciclopentanpropiénico, acido glicélico, acido pirtvico, &cido lactico, 4cido maldnico, acido
succinico, acido malico, 4cido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido
benzoico, acido 3-(4-hidroxibenzoil)benzoico, &cido cindmico, é&cido mandélico, &cido
metansulfénico, acido etansulfonico, acido 1,2-etandisulfénico, acido 2-hidroxietansulfonico,
acido bencensulfénico, alcido 4-clorobencensulfénico, acido 2-naftalensulfénico, acido 4-
toluensulfénico, acido canforsulfénico, acido 4-metilbiciclo[2.2.2]-oct-2-eno-1-carboxilico,
acido glucoheptodnico, acido 3-fenilpropiénico, acido trimetilacético, acido butilacético terciario,
acido laurilsulfarico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico,
acido estearico, acido muconico, y lo similar; o (2) sales formadas cuando un proton &cido
presente en el compuesto parental ya sea es reemplazado por un ion de metal, por ej. un ion

de metal alcalino, un ion alcalinotérreo, o un ion de aluminio; o bien se coordina con una base
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organica tal como etanilamina, dietanolamina, trietanolamina, N-metilglucamina y lo similar.
Las sales incluyen ademas, solamente a modo de ejemplo, de sodio, potasio, calcio,
magnesio, amonio, tetraalquilamonio, y lo similar; y cuando el compuesto contiene una
funcionalidad bésica, sales de acidos organicos o inorganicos no toxicos, tales como
clorhidrato, bromhidrato, tartrato, mesilato, acetato, maleato, oxalato y lo similar. Puede
utilizarse un contraibn o contraibn aniénico en una amina cuaternaria para mantener
neutralidad electrénica. Los contraiones a modo de ejemplo incluyen iones haluro (por ej. F,
CI, Br, I, NOs, ClO4, OH-, HPO4, HSO4, iones sulfonato (por ej. metansulfonato,
trifluorometansulfonato, p—toluensulfonato, bencensulfonato, 10—canforsulfonato, naftalen—2—
sulfonato, acido naftalen—1—sulfénico—5—sulfonato, y lo similar), y iones carboxilato (por €j.

acetato, etanoato, propanoato, benzoato, glicerato, lactato, tartrato, glicolato, y lo similar).

[00122] Como se utiliza en la presente, el término “solvato” puede referirse a un
agregado que comprende uno o mas moléculas de un conjugado o compuesto descripto en
la presente con uno o mas moléculas de solvente. El solvente puede ser agua, en cuyo caso
el solvato puede ser un hidrato. Alternativamente, el solvente puede ser un solvente organico.
Asi, el conjugado o compuestos de la presente descripcién puede existir como un hidrato,
incluyendo un monohidrato, dihidrato, hemihidrato, sesquihidrato, trihidrato, tetrahidrato, y lo
similar, asi como las correspondientes formas solvatadas. Los compuestos de la invencién
pueden ser solvatos verdaderos, mientras que en otros casos, los compuestos de la invencién
pueden retener meramente agua adventicia o ser una mezcla de agua mas algun solvente

adventicio.

Conjugado de la Formula (1)

[00123] Como se expresO anteriormente, la presente invencion se relaciona con un

conjugado que tiene la formula (1):

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo,

en donde:
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RBM es una molécula de unién a receptor;

es un doble enlace; o

es un enlace;
V estd ausente cuando es un doble enlace; o
\% es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
X es R37C cuando es un doble enlace; o
Ra
[
X es R37C cuando es un enlace:

Y es NR%, S, O, o CR®R”;

R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente
sustituido;

R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R4 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

R® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico

opcionalmente sustituido;

L es un enlazador;

C es una fraccion de camptotecina;

m es un entero en elrangode 1 a 10;y

n es un entero en el rango de 1 a 20.

[00124] Los conjugados de la formula (I) comprenden una molécula de unién a receptor

gue esta conectada a una fraccion de camptotecina mediante una fraccion de fésforo (V) (la
fraccion de fosforo (V) esta indicada a veces como “P5”) y un enlazador. Se hallé que los

conjugados de la formula (1) tienen numerosas ventajas, como se muestra en lo siguiente.
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[00125] Como una ventaja inicial, los conjugados de la férmula (I) exhiben buena
hidrofilicidad y muestran baja agregacion en solucion asi como durante el proceso de
conjugacion con el anticuerpo, ejemplificado por los altos rendimientos de los ADC con
formacion de ninguno o solamente menores agregados (Ejemplo 2 y Figuras 18 a 41).
Adicionalmente, los conjugados de la férmula (I) muestran una buena citotoxicidad, que es
selectiva para la linea celular que es la diana del anticuerpo. La selectividad excede la del
producto comercial Enhertu (Ejemplo 4 y Figuras 43 a 46). Los conjugados de la férmula (1)
también muestran un efecto sobre espectadoras favorable, que es igual o incluso mejor
comparando con Enhertu (Ejemplo 5y Figura 47, asi como Ejemplo 16 y Figura 59, y
Ejemplo 17 y Figura 60). También, los conjugados de la féormula (I) muestran buen dafio al
ADN de células cancerosas (Ejemplo 6 y Figura 48). En particular, los conjugados de la
formula (I) muestran una excelente estabilidad en suero, que excede la estabilidad del
producto comercial Enhertu (Ejemplo 7 y Figura 49). Como otra ventaja comparando con
Enhertu, los conjugados de la formula (I) mantienen su eficacia y selectividad después de
incubacién durante cierto tiempo en suero humano y de roedor in vitro (Ejemplo 8 y Figuras
50 y 51). Este efecto, en combinacion con la excelente estabilidad en presencia de suero,
puede ser Util para reducir los efectos secundarios durante el tratamiento de un paciente con
el conjugado. Los conjugados de la férmula (I) también muestran propiedades
farmacocinéticas favorables in vivo (Ejemplo 9 y Figura 52, y Ejemplo 23y Figura 67). En
particular, experimentos farmacocinéticos in vivo llevados a cabo con los conjugados de la
férmula () demostraron similar eliminacién (clearance) comparando con Enhertu.
Adicionalmente, los experimentos farmacocinéticos demostraron, como ventaja adicional, que
los conjugados de la formula (1) exhiben una estabilidad significativamente mayor comparando
con Enhertu in vivo (Ejemplo 19 y Figura 62). Experimentos farmacocinéticos adicionales
revelaron que los conjugados de la férmula (1) se eliminan con cinéticas muy similares a la del
anticuerpo no maodificado, incluso con alta carga de la droga camptotecina; también, se
demostrd la estabilidad a largo plazo de los conjugados de la formula (I) durante la circulacion
in vivo (Ejemplo 21 y Figura 65). Los conjugados de la férmula (l) también tienen similar
estabilidad térmica comparando con Enhertu (Ejemplo 10 y Figura 53). También, los
conjugados de la formula (1) y Enhertu exhiben similares propiedades de union a la diana
extracelular (Ejemplo 11y Figura 54). Como ventaja adicional, los conjugados de la formula
(I) también muestran agregacion reducida comparando con Enhertu a lo largo de un tiempo
de incubacién de hasta varias semanas en medio acuoso (Ejemplo 12 y Figura 55). Los
conjugados de la férmula (l), como otra ventaja, también muestran aumentada citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés) comparando con Enhertu

(Ejemplo 13y Figura 56). Los inventores observaron adicionalmente que los conjugados de
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la férmula (1), comparando con Enhertu, exhiben similar internalizacién dentro de células diana
positivas (Her2+), mientras disminuye la internalizacion indeseada en células diana negativas
(Ejemplo 14 y Figura 57). Los conjugados de la formula (I) también muestran mejor eficacia
in vitro comparando con Enhertu para lineas celulares que no sobreexpresan en gran medida
la diana (Ejemplo 16 y Figura 58). En concordancia, los conjugados descriptos en la presente
tienen propiedades mejoradas comparando con Enhertu en términos de eficacia, en particular
en células con baja expresion de la diana. Los inventores también hallaron que los conjugados
de la formula (I), como una ventaja, exhiben menos toxicidad indeseada hacia diferentes
células de tejido humano sano cuando se compara con Enhertu (Ejemplo 18 y Figura 61).
Se ha demostrado in vivo la excelente eficacia de los conjugados de la férmula (l) para el
tratamiento de tumores (Ejemplo 20, Figura 63y Figura 64). En particular, se ha demostrado
la dependencia de la dosis y superior eficacia in vivo respecto de Enhertu (Ejemplo 24 y
Figura 68). También, los conjugados de la férmula (I) pueden prepararse con diversas
proporciones de la fraccion de camptotecina respecto de la molécula de union a receptor (ver
Ejemplos 2y 3ylaFigura42,y Ejemplo 22y la Figura 66). En suma, los inventores hallaron
sorprendentemente que los conjugados de la férmula (1) exhiben excelentes propiedades que
los hacen utiles como agentes farmacéuticos, incluyendo mejorada estabilidad en suero y
otras ventajas tales como, por ej. un favorable efecto espectador, buenas propiedades
farmacocinéticas in vivo, estabilidad a largo plazo in vivo, agregacion reducida, mejorada
ADCC, internalizacién indeseada reducida en células negativas para la diana, mejor eficacia
para lineas celulares con baja expresion de la diana, reducida toxicidad indeseada hacia
células de tejido humano sano, y excelente eficacia para el tratamiento de tumores in vivo. Se
destaca que conjugados, que comprenden una fraccién de fosforo (V), estan descriptos por
ej. enlaWO 2018/041985 A1y WO 2019/170710, que estan incorporadas de este modo como

referencia.

[00126] Preferiblemente R® es H o alquilo (Ci-Cg); mas preferiblemente R® es H.
Preferiblemente R* cuando esta presente es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R*,
cuando esta presente, es H. Preferiblemente R®, cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs);
mas preferiblemente R° cuando esta presente, es H. Preferiblemente R®, cuando esta
presente es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R®, cuando esta presente, es H.
Preferiblemente R’, cuando esta presente es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R’,

cuando esta presente, es H.
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[00127] Preferiblemente, / es un doble enlace; V esta ausente; X es Rs7C; yR3es
H o un residuo aliftico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente

sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs); mas preferiblemente R® es H.

[00128] Mas preferiblemente, - representa un doble enlace; V estad ausente; X

representa Rs=C, y Rs representa H o alquilo (C1-Cs). Preferiblemente, R3 representa H o
alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente H o alquilo (C:-C4), ain mas preferiblemente H o alquilo
(C1-C,). En formas de realizacién preferidas, Rs es H.

[00129] En algunas formas de realizacion, puede ser un enlace; V es H o alquilo
|I?4

(C1-Cs), preferiblemente V es H; X es Rs~C : R; es H o un residuo alifatico opcionalmente

sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido; mas preferiblemente R® es H o

alquilo (C;-Cs), mas preferiblemente R® es H; R* es H o un residuo alifatico opcionalmente

sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido; preferiblemente, R* es H o alquilo

(C1-Cs), preferiblemente R* es H.

[00130] En algunas formas de realizacion, puede representar un enlace; V puede
F|34
ser H o alquilo (C1-Cg); X puede representar R37C : y R; y R4 pueden independientemente
representar H o alquilo (C1-Cs). Preferiblemente, Rs y R4 representan independientemente H
o0 alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente H o alquilo (C:-C4), alin mas preferiblemente H o alquilo
(C1-C). Preferiblemente, R; y R4 son iguales; aun mas preferiblemente, Rs, R4 y V son
iguales. Mas preferiblemente, Rs y R4 son ambos H. Preferiblemente, V es H o alquilo (C;-
Cs), mas preferiblemente H o alquilo (Ci:-C4), ain mas preferiblemente H o alquilo (C:-Cy).
Incluso mas preferiblemente, V es H. En formas de realizacién preferidas, Rs, R4y V son cada

uno H.
[00131] El entero m esté en el rango de 1 a 10. En concordancia, el entero m puede

serl,2,3,4,5,6, 7,8 90 10. Preferiblemente, el entero m esta en el rango de 1 a 4. Mas

preferiblemente, el entero m es 1 0 2. Incluso mas preferiblemente, el entero m es 1.
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[00132] El entero n esta en el rango de 1 a 20. En concordancia, el entero n puede ser
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20. Preferiblemente, el entero
n esta en el rango de 1 a 10. Mas preferiblemente, el entero n esta en el rango de 2 a 10.
Aun mas preferiblemente, el entero n esti en el rango de 4 a 10. Aun mas preferiblemente,
el entero n esta en el rango de 6 a 10. Aun mas preferiblemente, el enterones 6,7, 8,9 0
10. Aun mas preferiblemente, el entero n esta en el rango de 7 a 10. Aun mas preferiblemente,
el entero n es 7, 8 0 9. AUn mas preferiblemente, el entero n es 7 0 8. Incluso mas

preferiblemente, el entero n es 8.

[00133] El entero n estéa en el rango de 1 a 20. Preferiblemente, el entero n esta en el
rango de 1 a 10. Mas preferiblemente, el entero n esti en el rango de 2 a 8. Aun mas
preferiblemente, el entero n es 2, 3, 4,5 0 6. Aun mas preferiblemente, el entero n esta en el
rango de 3 a 6. Aun mas preferiblemente, el entero n es 3, 4 0 5. Aun mas preferiblemente,

el enteron es 4 0 5. Incluso mas preferiblemente, el entero n es 4.

[00134] Preferiblemente, m es un entero en el rango de 1 a 4, més preferiblemente 1 o
2, aun méas preferiblemente 1; y preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 20, mas
preferiblemente de 1 a 10, ain mas preferiblemente de 2 a 10, aun mas preferiblemente de 4
a 10, aun mas preferiblemente de 6 a 10, aun més preferiblemente n es 6, 7, 8, 9 0 10, aun
mas preferiblemente n esta en el rango de 7 a 10, alin mas preferiblemente nes 7, 8 0 9, aln

mas preferiblemente n es 7 o0 8, incluso mas preferiblemente n es 8.

[00135] Preferiblemente, m es un entero en el rango de 1 a 4, preferiblemente 1 o 2,
mas preferiblemente 1; y preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 20, mas
preferiblemente de 1 a 10, aun mas preferiblemente de 2 a 8; ain mas preferiblemente n es
2, 3, 4,5 0 6; aun mas preferiblemente n esta en el rango de 3 a 6; alin mas preferiblemente

n es 3, 4 0 5; alin mas preferiblemente n es 4 o0 5, incluso mas preferiblemente n es 4.

[00136] Preferiblemente, m es 1; y preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a
20, méas preferiblemente de 1 a 10, aun mas preferiblemente de 2 a 10, ain mas
preferiblemente de 4 a 10, aiin mas preferiblemente de 6 a 10, alin mas preferiblemente n es
6, 7, 8,9 0 10, aun mas preferiblemente n esta en el rango de 7 a 10, aiin mas preferiblemente
nes 7,809, ain mas preferiblemente n es 7 0 8, incluso méas preferiblemente n es 8. En
concordancia, preferiblemente, m es 1 y n es un entero en el rango de 1 a 20. Mas
preferiblemente, m es 1y n es un entero en el rango de 1 a 10. Aln mas preferiblemente, m

es 1y nesunentero enelrango de 2 a 10. Alun mas preferiblemente, mes 1y n es un entero
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en el rango de 4 a 10. Aun mas preferiblemente, m es 1y n es un entero en el rango de 6 a
10. Aun més preferiblemente, mes 1y nes 6, 7, 8,9 0 10. Alun mas preferiblemente, m es
1y nesunentero en el rango de 7 a 10. Aln mas preferiblemente, meslynes7,8009.

Aun mas preferiblemente, mes 1y nes 7 0 8. Incluso mas preferiblemente, mes 1y n es 8.

[00137] Preferiblemente, m es 1; y preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a
20, méas preferiblemente de 1 a 10, aun mas preferiblemente de 2 a 8; aun mas
preferiblemente n es 2, 3, 4, 5 0 6, aun mas preferiblemente n esta en el rango de 3 a 6; aln
mas preferiblemente n es 3, 4 o 5; alun mas preferiblemente n es 4 o 5, incluso mas
preferiblemente n es 4. En concordancia, preferiblemente, m es 1y n es un entero en el rango
de 1 a 20. Mas preferiblemente, m es 1 y n es un entero en el rango de 1 a 10. Aln mas
preferiblemente, m es 1y n es un entero en el rango de 2 a 8. Aun mas preferiblemente, m
eslynes?2, 3,4,506. Aun mas preferiblemente, mes 1y n estd en el rango de 3 a 6. Alun
mas preferiblemente, mes 1y nes 3,4 05. Alun més preferiblemente, mes 1ynes4o05.

Incluso mas preferiblemente, mes 1y n es 4.

[00138] En algunas formas de realizacion, el numero de fracciones de camptotecina C
por molécula de unién a receptor puede ser de 1 a 20. Preferiblemente, el nimero de
fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor es de 1 a 14. Mas
preferiblemente, el nimero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor
es de 2 a 14. Mas preferiblemente, el nUmero de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es de 4 a 14. Aun mas preferiblemente, el nimero de fracciones de
camptotecina C por molécula de union a receptor es de 5 a 12. Aun mas preferiblemente, el
namero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor es de 6 a 12. Aln
mas preferiblemente, el numero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a
receptor es de 7 a 10. Incluso mas preferiblemente, el nimero de fracciones de camptotecina

C por molécula de unién a receptor es 8.

[00139] En algunas formas de realizacion, el numero de fracciones de camptotecina C
por molécula de unién a receptor puede ser de 1 a 20. Preferiblemente, el nimero de
fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor es de 1 a 14. Mas
preferiblemente, el nimero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor
esde 1al2. Mas preferiblemente, el nimero de fracciones de camptotecina C por molécula
de unién a receptor es de 2 a 10. Aun mas preferiblemente, el nimero de fracciones de
camptotecina C por molécula de unién a receptor es de 2 a 8. Aun mas preferiblemente, el

namero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a receptor es de 2 a 6. Aun
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mas preferiblemente, el nimero de fracciones de camptotecina C por molécula de unién a
receptor es de 3 a 5. Incluso mas preferiblemente, el nUmero de fracciones de camptotecina

C por molécula de union a receptor es 4.

Molécula de Unién a Receptor (RBM, por sus siglas en inglés)

[00140] RBM es una molécula de unién a receptor. El término “molécula de unién a
receptor” se refiere en general a cualquier molécula que es capaz de unirse a un receptor.
Como ejemplo ilustrativo pero no limitante, el receptor, al cual puede unirse una molécula de
union a receptor, puede ser expresado en la superficie de una célula. Como ejemplo ilustrativo
pero no limitante, la célula que expresa el receptor, puede ser una célula cancerosa. Una

persona experta en el arte sabe seleccionar una molécula de unién a receptor adecuada.

[00141] El receptor puede ser un antigeno de superficie asociado a un tumor. En
concordancia, la molécula de unién a receptor puede ser capaz de unirse especificamente a
un antigeno de superficie asociado a un tumor. El término “antigeno de superficie asociado a
un tumor” como se utiliza en la presente se refiere en general a un antigeno que es o puede
ser presentado sobre una superficie que esta situada sobre o dentro de células tumorales.
Estos antigenos pueden ser presentados sobre la superficie celular con una parte extracelular,
gue a menudo estd combinada con una parte transmembrana y citoplasmica de la molécula.
Estos antigenos pueden, en algunas formas de realizacion, ser presentados solamente
mediante células tumorales y no mediante células normales, es decir no tumorales. Los
antigenos tumorales pueden ser expresados exclusivamente en células tumorales o pueden
representar una mutacion especifica del tumor comparando con células no tumorales. En
dicha forma de realizacion, un antigeno respectivo puede ser referido como un antigeno
especifico de tumor. Algunos antigenos son presentados tanto por células tumorales como
por células no tumorales, los cuales pueden ser referidos como antigenos asociados con
tumor. Estos antigenos asociados a tumor pueden ser sobreexpresados en células tumorales
cuando se compara con células no tumorales o son accesibles para unién a anticuerpo en
células tumorales debido a la estructura menos compacta del tejido tumoral comparando con
un tejido no tumoral. En algunas formas de realizacion el antigeno de superficie asociado a
un tumor esta situado en la vasculatura de un tumor. Los ejemplos ilustrativos pero no
limitantes de un antigeno de superficie asociado a un tumor incluyen CD19, CD30, Her2 o
PMSA. Los antigenos de superficies asociados a un tumor son conocidos para una persona
experta en el arte. En particular, se describen aquellos que se hallaron Gtiles para el desarrollo

de los ADC, por ej. en el articulo de revision de Criscitello et al., “Antibody-drug conjugates in
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solid tumors: a look into novel targets”, Journal of Hematology y Oncology, (2021) 14:20
(https://doi.org/10.1186/s13045-021-01035-2).

[00142] La molécula de unién a receptor puede estar seleccionada del grupo que
consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y una molécula proteinacea de union

con propiedades de unién de tipo anticuerpo.

[00143] Preferiblemente, la molécula de unién a receptor es un anticuerpo. Mas
preferiblemente, el anticuerpo es seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, y un
anticuerpo de dominio Unico, tal como un anticuerpo de dominio Gnico de camélido o tiburdn.
Aun méas preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Preferiblemente, el
anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un antigeno de superficie asociado a un
tumor. En algunas formas de realizacion, el anticuerpo puede ser Brentuximab. En algunas

formas de realizacion, el anticuerpo puede ser Trastuzumab.

[00144] La molécula de unién a receptor puede ser un fragmento de anticuerpo.
Preferiblemente, el fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo divalente. Mas
preferiblemente, el fragmento de anticuerpo divalente es seleccionado del grupo que consiste
en un fragmento (Fab),, un fragmento Fv de cadena simple divalente, un anticuerpo
redireccionante de afinidad dual (DART), y un diacuerpo. Alternativamente, preferiblemente
el fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo monovalente. Mas preferiblemente
el fragmento de anticuerpo monovalente es seleccionado del grupo que consiste en un
fragmento Fab, un fragmento Fv, y un fragmento Fv de cadena simple (scFv). También es
posible que el fragmento de anticuerpo monovalente es un fragmento de un anticuerpo de
dominio Unico de camélido o un anticuerpo de dominio Unico de tiburén. Preferiblemente, el
fragmento de anticuerpo es capaz de unirse especificamente a un antigeno de superficie

asociado a un tumor.

[00145] La molécula de unién a receptor puede ser una molécula proteinacea de union
con propiedades de union de tipo anticuerpo. Los ejemplos de moléculas proteinaceas de
unién con propiedades de unidn de tipo anticuerpo que pueden utilizarse como molécula de
union a receptor incluyen, pero no estan limitadas a, un aptamero, una muteina basada en un
polipéptido de la familia lipocalina, un glucuerpo, una proteina basada en la estructura de
anquirina, una proteina basada en la estructura cristalina, una adnectina, un avimero, un

dominio de tipo EGF, un dominio de Kringle, un dominio tipo | de fibronectina, un dominio tipo
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Il de fibronectina, un dominio de tipo Il de fibronectina, un dominio PAN, un dominio Gla, un
dominio SRCR, un dominio del inhibidor de tripsina pancreéatica Bovina/Kunitz, tendamistat,
un dominio del inhibidor de serina proteasa de tipo Kazal, un dominio de Trefoil (tipo P), un
dominio tipo C del factor de von Willebrand, un dominio de tipo Anafilatoxina, un dominio CUB,
una repeticion de tipo | de tiroglobulina, un dominio de clase A del receptor LDL, un dominio
de Sushi, un dominio de Link, un dominio de tipo | de Trombospondina, un dominio de
inmunoglobulina o un dominio de tipo inmunoglobulina (por ejemplo, anticuerpos de dominio
0 anticuerpos de cadena pesada de camello), un dominio de lectina tipo C, un dominio MAM,
un dominio de tipo A del factor de von Willebrand, un dominio de Somatomedina B, un dominio
central de cuatro disulfuros de tipo WAP, un dominio de tipo C de F5/8, un dominio de
Hemopexina, un dominio SH2, un dominio SH3, un dominio de tipo EGF de tipo Laminina, un
dominio C2, “Kappacuerpos” (lll. et al. "Design and construction of a hybrid immunoglobulin
domain with properties of both heavy y light chain variable regions" Protein Eng 10:949-57
(1997)), "Minicuerpos" (Martin et al. "The affinity-selection of a minibody polypeptide inhibitor
of human interleukin-6" EMBO J 13:5303-9 (1994)), "Janusinas" (Traunecker et al. "Bispecific
single chain molecules (Janusins) target cytotoxic lymphocytes on HIV infected cells" EMBO
J 10:3655-3659 (1991) y Traunecker et al. "Janusin: new molecular design for bispecific
reagents" Int J Cancer Suppl 7:51-52 (1992), un nanocuerpo, una adnectina, una tetranectina,
un microcuerpo, una affilina, un afficuerpo o una anquirina, una cristalina, una knottina,
ubiquitina, una proteina de dedos de zinc, una proteina autofluorescente, una anquirina o
proteina de repeticién de anquirina o una proteina de repeticién rica en leucina, un avimero
(Silverman, Lu Q, Bakker A, To W, Duguay A, Alba BM, Smith R, Rivas A, Li P, Le H, Whitehorn
E, Moore KW, Swimmer C, Perlroth V, Vogt M, Kolkman J, Stemmer WP 2005, Nat Biotech,
Dec; 23(12):1556-61, E-Publication en Nat Biotech. Edicion 20 Nov 2005); asi como proteinas
avimeras multivalentes evolucionadas mediante barajado de exones de una familia de
dominios de receptores humanos como también se describe en Silverman J, Lu Q, Bakker A,
To W, Duguay A, Alba BM, Smith R, Rivas A, Li P, Le H, Whitehorn E, Moore KW, Swimmer
C, Perlroth V, Vogt M, Kolkman J, Stemmer WP, Nat Biotech, Dic; 23(12):1556-61, E-
Publication en Nat. Biotechnology. Edicion 20 Nov 2005. Preferiblemente la molécula
proteinacea de unién con propiedades de unién de tipo anticuerpo esta seleccionada del grupo
gue consiste en una muteina basada en un polipéptido de la familia lipocalina, un glucuerpo,
una proteina basada en la estructura de la anquirina, una proteina basada en la estructura
cristalina, una adnectina, un avimero, una DARPIn y un afficuerpo. Preferiblemente, la
molécula proteinacea de union con propiedades de union de tipo anticuerpo es capaz de

unirse especificamente a un antigeno de superficie asociado a un tumor.
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Grupo Y
[00146] El grupo Y esta seleccionado del grupo que consiste en NR®, S, O, y CR°R’.

R°® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromaético opcionalmente
sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs); mas preferiblemente R®> es H. R°® es H;
0 un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente
sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs); mas preferiblemente R® es H. R’ es H;
0 un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente

sustituido; preferiblemente R’ es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R’ es H.

[00147] Preferiblemente, Y es seleccionado del grupo que consiste en NH, S, O y CHa.
Méas preferiblemente, Y es NH, S o O. En algunas formas de realizacion, Y es CH,. En
algunas formas de realizacion, Y es O. En algunas formas de realizacion, Y es S.

[00148] En formas de realizacion muy preferidas, Y es NH.
Grupo R?
[00149] R! es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o residuo aromatico

opcionalmente sustituido.

[00150] R? puede representar alquilo (C1-Cs) opcionalmente sustituido.

[00151] R! puede representar alquilo (C1-Cs) opcionalmente sustituido con al menos
uno de F, Cl, Br, I, -NO2, -N(alquilo (C1-Cs))H, -NH>, -Ns, -N(alquilo (C:-Cs))2, =O cicloalquilo,
(C3-Cg), —S-S-(alquilo (C1-Cs)), alquenilo (C2-Cs) o alquinilo (C2-Cs).

[00152] R! puede representar fenilo opcionalmente sustituido.

[00153] R! puede representar fenilo opcionalmente independientemente sustituido con
al menos uno de alquilo (C1-Cs), F, Cl, I, Br, -NO>, -N(alquilo (C1-Cg))H, -NH2 o -N(alquilo (C1-

Cs))2.

[00154] R! puede representar un anillo heteroaromatico de 5 o 6 miembros

opcionalmente sustituido tal como por ej. piridilo.
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[00155] R! puede representar alquilo (C:-Cs), alquilo (C1-Cs) sustituido con —S-S-alquilo
(C1-Cg), alquilo (Ci:-Cg) sustituido con fenilo opcionalmente sustituido; o fenilo; o fenilo

sustituido con —NO..

[00156] R! puede representar metilo, etilo, propilo o butilo, preferiblemente metilo o

etilo, mas preferiblemente etilo.

Primera Unidad de Polialquilenglicol RT

[00157] Preferiblemente, R! es una primera unidad de polialquilenglicol RF. El término
“primera unidad de polialquilenglicol”, como se utiliza en la presente, se refiere a una unidad
de polialquilenglicol unida al &tomo de O, que esta unida al fésforo de la fraccién de fosforo
(V). La primera unidad de polialquilenglicol R comprende al menos una subunidad de
alquilenglicol. Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol R" comprende una o
mas subunidades de alquilenglicol que tienen la siguiente estructura:

)
. -
; alquileno-(Cz-Cs) ¥ \;_Vé

Mas preferiblemente, la primera unidad de

polialquilenglicol RF comprende una o mas subunidades de alquilenglicol que tienen la

o

§ .

\\alquilenn-ﬁ{:z—{la}ﬂ }S‘

siguiente estructura: . En concordancia, la primera unidad

de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de politetrametilenglicol, una unidad de
polipropilenglicol, o una unidad de polietilenglicol. Aun mas preferiblemente, la primera unidad

de polialquilenglicol RF comprende una o mas subunidades de alquilenglicol que tienen la

8]
;\alquileno-({:z—{h}lﬂ/ \}55

siguiente estructura:

[00158] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol R comprende desde 1
a 100 subunidades de alquilenglicol como se describe en la presente. Mas preferiblemente,
la primera unidad de polialquilenglicol RF comprende desde 2 a 50 subunidades de
alquilenglicol como se describe en la presente. Aun mas preferiblemente, la primera unidad
de polialquilenglicol RF comprende desde 3 a 45 subunidades de alquilenglicol como se
describe en la presente. Aln mas preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF

comprende desde 4 a 40 subunidades de alquilenglicol como se describe en la presente. Aln
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mas preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF comprende desde 6 a 35
subunidades de alquilenglicol como se describe en la presente. Incluso mas preferiblemente,
la primera unidad de polialquilenglicol RF comprende desde 8 a 30 subunidades de

alquilenglicol como se describe en la presente.

[00159] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol R comprende desde 1
a 20 subunidades de alquilenglicol como se describe en la presente. Mas preferiblemente, la
primera unidad de polialquilenglicol RF comprende desde 2 a 12 subunidades de alquilenglicol
como se describe en la presente. AUn mas preferiblemente, la primera unidad de
polialquilenglicol RF comprende desde 3 a 11 subunidades de alquilenglicol como se describe

en la presente.

[00160] La primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de
polialquilenglicol que comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas
preferiblemente desde 3 a 45, aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas
preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que

a
- e
5 alquileno+(Cz-Cs)1| \:53

tienen la estructura: " Preferiblemente, la primera unidad de
polialquilenglicol RF puede ser una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 100,
preferiblemente desde 2 a 50, mas preferiblemente desde 3 a 45, alin mas preferiblemente

desde 4 a 40, aun mas preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a

O

§ p
\alquileno-l'ng—C‘;}ﬂ }S‘

30 subunidades que tienen la estructura: . Mas

preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de
polialquilenglicol que comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas
preferiblemente desde 3 a 45, aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aln mas

preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que

]
g\alquilenn-[{:z—cj}ﬂf \:355

la primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de polietilenglicol que

tienen la estructura: . Enformas de realizacion muy preferidas,

comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas preferiblemente desde 3 a 45,

aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas
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preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que tienen cada una la estructura:

g/\/o\fj

[00161] La primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de
polialquilenglicol que comprende desde 1 a 20, preferiblemente desde 2 a 12, mas

preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen la estructura:

0
S -~
; algquileno-{Cz-Ca)") \:_;é

. Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF
puede ser una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 20, preferiblemente

desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen la estructura:

5\ -7

alguileno-(Cz-Ca) F
. Mas preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol
RF puede ser una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 20, preferiblemente

desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a llsubunidades que tienen la estructura:

]
g\alquileno-(Cz—Cﬂﬂ/ \}‘5’

de polialquilenglicol RF puede ser una unidad de polietilenglicol que comprende desde 1 a 20,

. En formas de realizacion muy preferidas, la primera unidad

preferiblemente desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen cada

g/\/o\f;

una la estructura:

[00162] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF es:
; L,
alquileno (Cz—Cs) K
o}
en donde:
5 indica la posicion del O unido al fésforo;
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KF es H o un primer grupo de terminacion; preferiblemente KF es seleccionado del grupo
que consiste en -H (hidrégeno), -POsH, -alquilo (C1-Cio), -alquil (C1-C1) -SO3H, -alquil
(C2-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NHsa, -alquil (C2-C10)-NH-alquilo (C1-
Cs) y -alquil (C2-C1o)-N(alquilo (C1-Cg3))2; mas preferiblemente KF es H; y

o] es un entero en el rango de 1 a 100.

[00163] El “primer grupo de terminacién”, cuando se refiere en la presente, puede ser
cualquier fraccién que es capaz de funcionar como un grupo terminal de la primera unidad
polialquilenglicol. Los ejemplos para los primeros grupos de terminacién, que pueden
utilizarse en la presente descripcién, incluyen -POsH, -alquilo (C1-Cio), -alquil (C1-C10)-SOsH,
-alquil (C2-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NHy, -alquil (C2-C10)-NH-alquilo (Ci-
Cs) y -alquil (C2-Ci0)-N(alquilo (C1-Cs))2. En algunas formas de realizacion, el primer grupo de
terminacion puede ser -alquilo (C:-Cao), en particular metilo.

[00164] Preferiblemente, KF es H (hidrogeno).
[00165] E

I
;+alquileno (cz-cg)/foﬂ\f‘5

estar en el rango de 1 a 100. Preferiblemente, 0 estd en el rango de 2 a 50. Mas

entero o0 indica el numero de wunidades de repeticion

en la primera unidad de polialquilenglicol. El entero o puede

preferiblemente, o0 esta en el rango de 3 a 45. Aun mas preferiblemente, o esta en el rango
de 4 a 40. AUn mas preferiblemente, 0 esta en el rango de 6 a 35. Incluso mas
preferiblemente, o esta en el rango de 8 a 30. En formas de realizacion preferidas, 0 es 12 0
aproximadamente 12. Incluso mas preferiblemente, o esta en el rango de 16 a 30. Incluso
mas preferiblemente, o esta en el rango de 20 a 28. Incluso mas preferiblemente, o0 es 22,
23, 24, 25 0 26. Incluso mas preferiblemente, o0 es 23, 24 0 25. En formas de realizacion

preferidas, o es 24 o aproximadamente 24. Preferiblemente, la unidad de repeticion es

§ -
alquileno-(Ca-Ca)t
0
¥ -
; .\alquileno-[c;-C:}ﬂ \]\fﬂs\

[00166] En la primera unidad de polialquilenglicol, el entero o puede estar en el rango

Mas  preferiblemente, la unidad de repeticion es

de 1 a 20. Preferiblemente, o esta en el rango de 2 a 12. Mas preferiblemente, o esta en el
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]
$ _
\Falquileno-[crcq}ﬁ $§
rango de 3 a 11. Preferiblemente, la unidad de repeticion es . Méas
e

alquileno-(C-Ca )0

[00167] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF comprende

771/\/0\;5

preferiblemente, la unidad de repeticion es

subunidades de etilenglicol cada una que tienen la siguiente estructura:
es decir esta subunidad es indicada como “subunidad de etilenglicol”. En concordancia,
preferiblemente la primera unidad de polialquilenglicol es una primera unidad de
polietilenglicol. La primera unidad de polietilenglicol comprende al menos una subunidad de
etilenglicol.

[00168] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una
primera unidad de polietilenglicol que comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a
50, mas preferiblemente desde 3 a 45, alun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas
preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades de
WY

etilenglicol que tienen cada una la estructura:

[00169] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF puede ser una
primera unidad de polietilenglicol que comprende desde 1 a 20, preferiblemente desde 2 a 12,
mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades de etilenglicol que tienen cada una la
Y

estructura:

[00170] Preferiblemente, la primera unidad de polialquilenglicol RF es una primera

unidad de polietilenglicol que tiene la estructura:

(0]
% <
(0]
en donde:
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; indica la posicion del O unido al fésforo;

KF es H (hidrégeno) o un primer grupo de terminacién como se describe en la presente;
preferiblemente KF esta seleccionada del grupo que consiste en -H (hidrégeno), -PO3H,
-alquilo (C1-Cap), -alquil (C1-C10)-SO3zH, -alquil (C2-Ci0)-CO2H, -alquil (C2-Ci0)-OH,
- alquil (C2-C10)-NHz, -alquil (C2-Ci0)-NH-alquilo (C1-Cs) y -alquil (C2-Cio)-N(alquilo (Cs-

Cs))2; mas preferiblemente K- es H; y

[@]

es un entero en el rango de 1 a 100.

N | Yy
[00171] El entero o indica el nimero de unidades de repeticion en la

primera unidad de polietilenglicol. El entero o puede estar en el rango de 1 a 100.
Preferiblemente, o estd en el rango de 2 a 50. Mas preferiblemente, o esta en el rango de 3
a 45. Aun mas preferiblemente, 0 esta en el rango de 4 a 40. Adn mas preferiblemente, o
estd en el rango de 6 a 35. Incluso mas preferiblemente, o esta en el rango de 8 a 30. En
formas de realizacibn preferidas, 0 es 12 o aproximadamente 12. Incluso mas
preferiblemente, o esta en el rango de 16 a 30. Incluso mas preferiblemente, o esta en el
rango de 20 a 28. Incluso mas preferiblemente, 0 es 22, 23, 24, 25 o0 26. Incluso mas
preferiblemente, 0 es 23, 24 o 25. En formas de realizacién preferidas, o es 24 o

aproximadamente 24.

[00172] En la primera unidad de polietilenglicol, el entero o0 puede estar en el rango de
1 a 20. Preferiblemente, o estd en el rango de 2 a 12. Mas preferiblemente, o esta en el rango
de 3all.

[00173] En general, en la primera unidad de polialquilenglicol RF, (preferiblemente,
primera unidad de polietilenglicol), pueden utilizarse polialquilenglicoles polidispersos
(preferiblemente, polietilenglicoles  polidispersos), polialquilenglicoles monodispersos
(preferiblemente,  polietilenglicol  monodisperso), y polialquilenglicoles  discretos
(preferiblemente, polietilenglicoles discretos). Los polialquilenglicoles polidispersos
(preferiblemente, polietilenglicoles polidispersos) son una mezcla heterogénea de tamafios y
pesos moleculares, mientras que los polialquilenglicoles monodispersos (preferiblemente,
polietilenglicol monodisperso) estan tipicamente purificados a partir de mezclas heterogéneas
y en consecuencia proporcionan una unica longitud de cadena y peso molecular. Las primeras
unidades de polialquilenglicol preferidas son polialquilenglicoles discretos (preferiblemente,

polietilenglicoles discretos), es decir compuestos que son sintetizados de manera en etapas
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y no mediante un proceso de polimerizacion. Los polialquilenglicoles discretos
(preferiblemente, polietilenglicoles discretos) proporcionan una unica molécula con longitud

de cadena definida y especificada.

[00174] La primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de
polietilenglicol) proporcionada en la presente comprende una o mdultiples cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol). Las cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) pueden estar unidas entre si,
por ejemplo, en una configuracion lineal, ramificada o con forma de estrella. Opcionalmente,
al menos una de las cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de
polietilenglicol) puede estar derivatizada en un extremo para union covalente al 4tomo de

oxigeno unido al fosforo.

[00175] La primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de
polietilenglicol) estara unida al conjugado (o intermediario del mismo) en el &tomo de oxigeno
gue esta unido al fésforo. EI otro extremo (o extremos) de la primera unidad de
polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de polietilenglicol) estara libre y sin
ligaduras y puede tomar la forma de un hidrégeno, metoxi, acido carboxilico, alcohol u otro
grupo funcional adecuado, tal como por ej. cualquier primer grupo de terminacién como se
describe en la presente. El metoxi, acido carboxilico, alcohol u otro grupo funcional adecuado
actlla como una terminacion para la subunidad de polialquilenglicol terminal (preferiblemente,
subunidad de polietilenglicol) de la primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente,
primera unidad de polietilenglicol). Por “sin ligaduras”, se quiere significar que la primera
unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de polietilenglicol) no estara
unida en ese sitio sin ligaduras a una fraccién de camptotecina (C), a una molécula de unién
a receptor, 0 a un componente del enlazador (L) que une una fraccién de camptotecina y/o
una molécula de unién a receptor. Para aquellas formas de realizacion en donde la primera
unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de polietilenglicol) comprende
mas de una cadena de polialquilenglicol (preferiblemente, cadena de polietilenglicol), las
multiples cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) pueden
ser las mismas o diferentes fracciones quimicas (por ej. polialquilenglicoles, en particular
polietilenglicoles, de diferente peso molecular o nimero de subunidades). Las mdultiples
primeras cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, primeras cadenas de polietilenglicol)
estan unidas al &tomo de oxigeno unido al fésforo en un dnico sitio de union. La persona
experta comprenderd que la primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera

unidad de polietilenglicol) ademas de comprender subunidades de polialquilenglicol repetidas
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(preferiblemente, subunidades de polietilenglicol) pueden contener también material distinto
de polialquilenglicol (preferiblemente, material distinto de polietilenglicol) (por €j. para facilitar
el acoplamiento de mdultiples cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de
polietilenglicol) entre si o para facilitar el acoplamiento al &tomo de oxigeno unido al fosforo.
Material distinto de polialquilenglicol (preferiblemente, material distinto de polietilenglicol) se
refiere a los &tomos en la primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad
de polietilenglicol) que no son parte de las subunidades de alquilenglicol repetidas
(preferiblemente, subunidades -CH,CH:0O-). En las formas de realizacion proporcionadas en
la presente, la primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de
polietilenglicol) pueden comprender dos cadenas de polialquilenglicol monoméricas
(preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) unidas entre si mediante elementos distintos de
polialquilenglicol (distintos de polietilenglicol). En otras formas de realizacion proporcionadas
en la presente, la primera unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, primera unidad de
polietilenglicol) puede comprender dos cadenas de polialquilenglicol lineales (preferiblemente,
cadenas de polietilenglicol) unidas a una estructura central que esta unida al atomo de oxigeno
unido al fésforo (es decir la unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, unidad de
polietilenglicol) es ramificada).

[00176] Existe una cantidad de métodos de unién de polialquilenglicol (preferiblemente,
polietilenglicol) disponibles en el arte, [ver por ej. EP 0 401 384 (acoplamiento de PEG a G-
CSF); U.S. Pat. N° 5.757.078 (PEGilacién de péptidos EPO); U.S. Pat. N°. 5.672.662
(Polietilenglicol) y polimeros relacionados mono sustituidos con acidos propionico o butanoico
y derivados funcionales de los mismos para aplicaciones biotécnicas); U.S. Pat. N° 6.077.939
(PEGilacion de un N- terminal .alfa.-carbono de un péptido); y Veronese (2001) Biomaterials

22:405-417 (Articulo de revision de PEGilacion de péptidos y proteinas)].

[00177] En formas de realizacién preferidas, la primera unidad de polialquilenglicol, mas
preferiblemente la primera unidad de polietilenglicol, estad directamente unida al atomo de
oxigeno unido al fésforo. En estas formas de realizacién, la primera unidad de
polialquilenglicol, preferiblemente primera unidad de polietilenglicol, no comprende un grupo
funcional para union al atomo de oxigeno unido al fésforo, es decir el &tomo de oxigeno esta
directamente unido a un atomo de carbono de la primera unidad de polialquilenglicol,

preferiblemente a un CH de la primera unidad de polietilenglicol.

[00178] En un grupo de formas de realizacion, la primera unidad de polialquilenglicol

comprende al menos 1 subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2 subunidades
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de alquilenglicol, mas preferiblemente al menos 3 subunidades de alquilenglicol, ain mas
preferiblemente al menos 4 subunidades de alquilenglicol, ain mas preferiblemente al menos
6 subunidades de alquilenglicol, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de
alquilenglicol. En algunas de dichas formas de realizacion, la primera unidad de
polialquilenglicol comprende no mas de aproximadamente 100 subunidades de alquilenglicol,
preferiblemente no mas de aproximadamente 50 subunidades de alquilenglicol, méas
preferiblemente no mas de aproximadamente 45 subunidades de alquilenglicol, méas
preferiblemente no mas de aproximadamente 40 subunidades de alquilenglicol, méas
preferiblemente no mas de aproximadamente 35 subunidades, incluso mas preferiblemente
no mas de aproximadamente 30 subunidades de alquilenglicol. En una cualquiera de estas
formas de realizacion, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de
alquilenglicol como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas
formas de realizacién, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que

TN
tiene la siguiente estructura: Preferiblemente, cuando cada subunidad
de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de

realizacién la primera unidad de polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol.

[00179] En un grupo de formas de realizacién, la primera unidad de polialquilenglicol
comprende una o0 mas cadenas de polialquilenglicol lineales teniendo cada una al menos 1
subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2 subunidades de alquilenglicol, mas
preferiblemente al menos 3 subunidades de alquilenglicol, ain mas preferiblemente al menos
4 subunidades de alquilenglicol, ain mas preferiblemente al menos 6 subunidades de
alquilenglicol, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de alquilenglicol. En
formas de realizacion preferidas, la primera unidad de polialquilenglicol comprende un total
combinado de al menos 1 subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2
subunidades de alquilenglicol, mas preferiblemente al menos 3, alin mas preferiblemente al
menos 4, aun mas preferiblemente al menos 6, o incluso més preferiblemente al menos 8
subunidades de alquilenglicol. En algunas de dichas formas de realizacion, la primera unidad
de polialquilenglicol comprende no mas de un total combinado de aproximadamente 100
subunidades de alquilenglicol, preferiblemente no mas de un total combinado de
aproximadamente 50 subunidades de alquilenglicol, méas preferiblemente no mas de un total
combinado de aproximadamente 45 subunidades, ain mas preferiblemente no mas de un
total combinado de aproximadamente 40 subunidades, aiun mas preferiblemente no mas de
un total combinado de aproximadamente 35 subunidades, incluso mas preferiblemente no

mas de un total combinado de aproximadamente 30 subunidades. En una cualquiera de estas
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formas de realizacion, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de
alquilenglicol como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas
formas de realizacién, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que
WY
tiene la siguiente estructura: Preferiblemente, cuando cada subunidad
de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de
realizacion la primera unidad de polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol que

comprende una o0 mas cadenas de polietilenglicol lineales.

[00180] En otro grupo de formas de realizacion, la primera unidad de polialquilenglicol
comprende un total combinado desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas
preferiblemente desde 3 a 45, aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas
preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades de
alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion, cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tiene la siguiente estructura:
771/\/0\35

. Preferiblemente, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de
etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacion la primera unidad de

polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol.

[00181] En otro grupo de formas de realizacién, la primera unidad de polialquilenglicol
comprende una o mas cadenas de polialquilenglicol lineales que tienen un total combinado
desde 1 a 100, preferiblemente 2 a 50, mas preferiblemente 3 a 45, aun mas preferiblemente
4 a 40, aun mas preferiblemente 6 a 35, incluso mas preferiblemente 8 a 30 subunidades de
alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion, cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la siguiente estructura:
g/\/o\fj

. Preferiblemente, cuando cada subunidad de alquilenglicol es una
subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacion la primera unidad
de polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol que comprende una 0 mas

cadenas de polietilenglicol lineales.
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[00182] En otro grupo de formas de realizacion, la primera unidad de polialquilenglicol
es una cadena de polialquilenglicol Unica lineal que tiene al menos 1 subunidad,
preferiblemente al menos 2 subunidades, mas preferiblemente al menos 3 subunidades, adn
mas preferiblemente al menos 6 subunidades, incluso mas preferiblemente al menos 8
subunidades. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion, cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la siguiente estructura:
K

. Preferiblemente, cuando cada subunidad de alquilenglicol es una
subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacion la primera unidad
de polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol que es una cadena de
polietilenglicol lineal tnica. Opcionalmente, en una cualquiera de estas formas de realizacién

la cadena de polialquilenglicol lineal Unica puede estar derivatizada.

[00183] En otro grupo de formas de realizacion, la unidad de polialquilenglicol es una
cadena de polialquilenglicol Unica lineal que tiene de 1 a 100, preferiblemente 2 a 50, mas
preferiblemente 3 a 45, mas preferiblemente 4 a 40, mas preferiblemente 6 a 35, mas
preferiblemente 8 a 30 subunidades de alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de
realizacién, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol
como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de
realizacion, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la
%Z/\/O\:g
siguiente estructura: . Preferiblemente, cuando cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de
realizacién la primera unidad de polialquilenglicol es una primera unidad de polietilenglicol que
es una cadena de polietilenglicol lineal Unica. Opcionalmente, en una cualquiera de estas

formas de realizacion la cadena de polialquilenglicol lineal Gnica puede estar derivatizada.

[00184] Las unidades de polietilenglicol lineales a modo de ejemplo que pueden
utilizarse como primera unidad de polialquilenglicol, en particular como una primera unidad de
polietilenglicol, en una cualquiera de las formas de realizacién provistas en la presente son

como sigue:
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—3-R2°—(cn-|2<:|-|20)n—R21

—8—R2—(CH,CH,0)y—R%— (CH,CH,0),—R?!

—8—R20— (CH,CH,0), —f~R%—(CH,CH,0)y—-R?'

[+
en donde la linea ondulada indica el sitio de unién al &tomo de oxigeno unido al fosforo;

R? es una unidad de unién a PEG; preferiblemente, R?° esta ausente;

R?! es una unidad de terminacién de PEG (en la presente, R?! también esta indicada como
K™);

R?2 es una unidad de acoplamiento de PEG (es decir para acoplar multiples cadenas de
subunidades PEG en conjunto;

n esta independientemente seleccionado de 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, mas
preferiblemente de 3 a 45, méas preferiblemente de 4 a 40, ain mas preferiblemente de 6 a
35, incluso mas preferiblemente de 8 a 30;

ees2as;

cada n’ estd independientemente seleccionado de 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, mas
preferiblemente de 3 a 45, méas preferiblemente de 4 a 40, ain mas preferiblemente de 6 a
35, incluso més preferiblemente de 8 a 30. En formas de realizacion preferidas, hay al menos
1, preferiblemente al menos 2, mas preferiblemente al menos 3, més preferiblemente al menos
4, més preferiblemente al menos 6, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de
etilenglicol en la unidad de polietilenglicol. En algunas formas de realizacion, no hay méas de
100, preferiblemente no mas de 50, mas preferiblemente no mas de 45, mas preferiblemente
no mas de 40, mas preferiblemente no mas de 35, incluso mas preferiblemente no mas de 30
subunidades de etilenglicol en la unidad de polietilenglicol. Cuando R? esta ausente, una

subunidad (CH2CH.0) esta directamente unido al &tomo de oxigeno que esta unido al fésforo.

[00185] Preferiblemente, la unidad de polietilenglicol lineal es

—§-R2°—(CHZCH20)n—R21
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en donde la linea ondulada indica el sitio de unién al &tomo de oxigeno unido al fésforo; R?,
R?! (también indicado en la presente como “K"”) y n son como se define en la presente; mas
preferiblemente R estd ausente. En formas de realizacion preferidas, n es 12 o
aproximadamente 12. En formas de realizacion preferidas, n es 24 o aproximadamente 24.

Preferiblemente, R?* es H.

[00186] La unidad R?° de unién a polietilenglicol, cuando esta presente, es parte de la
primera unidad de polietilenglicol y actia para ligar la primera unidad de polietilenglicol al
atomo de oxigeno unido al fésforo. En este sentido, el atomo de oxigeno unido al fésforo
forma un enlace con la primera unidad de polietilenglicol. En formas de realizacion a modo
de ejemplo, la unidad R?°de unién a PEG, cuando esta presente, esta seleccionada del grupo
que consiste en *-alquil (C1-Cio)-#, *-arilen-#, *-alquil (C1-Ci0)-O-#, *-alquil (C1-C10)-C(O)-#,
*- alquil (C1-C10)-C(O)O-#, *-alquil (C1-Ci0)-NH-#, *-alquil (C1-C10)-S-#, *-alquil (C1-Ci0)-C(O)-
NH-#, *-alquil (C1-C10)-NH-C(O)-#, y *-CH,-CH,S0,-alquil(C1-Ci0)-*; en donde * indica el punto
de union al oxigeno unido al fésforo, y # indica el punto de unién a la unidad de etilenglicol.

[00187] La unidad R?? de acoplamiento de PEG, cuando esta presente, es parte de la
unidad de polietilenglicol y es material distinto de PEG que actia para conectar dos 0 mas
cadenas de subunidades -CH,CH,O- en repeticiébn. En formas de realizacibn a modo de
ejemplo, la unidad R?? de acoplamiento de PEG, cuando estid presente, esta
independientemente seleccionada del grupo que consiste en *-alquil (C1-Ci0)-C(O)-NH-#,
*- alquil (C1-C10)-NH-C(0)-#, *-alquil (C2-C10)-NH-*#, *-alquil (C2-C10)-O-#, *-alquil (C1-C10)-S-*, 0
*-alquil (C2-Ci10)-NH-#; en donde * indica el punto de unién a un a4tomo de oxigeno de una
subunidad de etilenglicol, y # indica el punto de uniébn a un atomo de carbono de otra

subunidad de etilenglicol.

[00188] El grupo R?, también indicado en la presente como “KF”, en formas de
realizacién a modo de ejemplo es H (hidrégeno), o puede ser un primer grupo de terminacion,
como se describe en la presente; preferiblemente, R?! esta independientemente seleccionado
del grupo que consiste en -H, -PO3zH, -alquilo (C1-Cjo), -alquil (C1-C10)-SOsH, -alquil (C2-C1o)-
CO;H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NH>, -alquil (C2-Ci0)-NH-alquilo (C1-Cs) y -alquil (C»-
C10)-N(alquilo (C1-C3))2. En algunas formas de realizacion R? puede ser -alquilo (C1-C1o), €n

particular metilo. Mas preferiblemente, R* es H.
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[00189] Primeras unidades de polietilenglicol lineales ilustrativas, que pueden utilizarse
como primeras unidades de polialquilenglicol en una cualquiera de las formas de realizacion

provistas en la presente, son como sigue.

8—(CH,CH,0),—CH,CH,CO,H

?—(CH »,CH,0),—CH,CH,C(=0O)NH—(CH,CH,0)—CH,CH,CO,H

$—(CH,CH,0),—CH3 . y

g—(CHzCHZO)n —CH,CH,NH—(CH,CH,0)—CH,CH,CO,H

en donde la linea ondulada indica el sitio de unién al atomo de oxigeno que esta unido al
fésforo; y cada n es de 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, méas preferiblemente de 3 a 45,
aun mas preferiblemente de 4 a 40, aun mas preferiblemente de 6 a 35, incluso mas
preferiblemente de 8 a 30. En algunas formas de realizacion, n es aproximadamente 12. En

algunas formas de realizacion, n es aproximadamente 24.

[00190] En algunas formas de realizacion, la primera unidad de polialquilenglicol es
desde aproximadamente 300 daltons a aproximadamente 5 kilodaltons; desde
aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 4 kilodaltons; desde aproximadamente
300 daltons, a aproximadamente 3 kilodaltons; desde aproximadamente 300 daltons, a
aproximadamente 2 kilodaltons; o desde aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente
1 kilodalton. En algunos de dichos aspectos, la primera unidad de polialquilenglicol puede
tener al menos 6 subunidades de alquilenglicol o al menos 8 subunidades de alquilenglicol.
En algunos de dichos aspectos, la primera unidad de polialquilenglicol puede tener al menos
6 subunidades de alquilenglicol o al menos 8 subunidades de alquilenglicol pero no mas de
100 subunidades de alquilenglicol, preferiblemente no mas de 50 subunidades de
alquilenglicol. En algunas formas de realizacion, la primera unidad de polialquilenglicol es una
primera unidad de polietilenglicol que es desde aproximadamente 300 daltons a
aproximadamente 5 kilodaltons; desde aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 4
kilodaltons; desde aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 3 kilodaltons; desde
aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 2 kilodaltons; o desde aproximadamente

300 daltons, a aproximadamente 1 kilodalton. En algunos de dichos aspectos, la primera
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unidad de polietilenglicol puede tener al menos 6 subunidades de etilenglicol o al menos 8
subunidades de etilenglicol. En algunos de dichos aspectos, la primera unidad de
polietilenglicol tiene al menos 6 subunidades de etilenglicol o al menos 8 subunidades de
etilenglicol pero no mas de 100 subunidades de etilenglicol, preferiblemente no mas de 50

subunidades de etilenglicol.

[00191] En algunas formas de realizacién, cuando R! es una primera unidad de
polialquilenglicol R, no hay otras subunidades de alquilenglicol presentes en el conjugado de
la Férmula (1) (es decir ninguna subunidad de alquilenglicol esta presente en cualquiera de los
otros componentes del conjugado, tal como por €j. en el enlazador L como se proporciona en
la presente). En otros aspectos, cuando R* es una primera unidad de polialquilenglicol, no
hay mas de 8, no méas de 7, no méas de 6, no mas de 5, no més de 4, no mas de 3, no méas de
2 o no mas de 1 de otras subunidades de alquilenglicol presentes en el conjugado de la
Formula () (es decir no mas de 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 0 1 de otras subunidades de alquilenglicol
estan presentes en otros componentes del conjugado, tal como por €j. en el enlazador L como
se proporciona en la presente).

[00192] Preferiblemente, en otras formas de realizacion, cuando R! es una primera
unidad de polialquilenglicol RF, el conjugado comprende ademas una segunda unidad de
polialquilenglicol RS, como se describe en la presente. Preferiblemente, cuando R! es una
primera unidad de polietilenglicol y el conjugado comprende ademas una segunda unidad de
polialquilenglicol RS, la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda unidad de

polietilenglicol, como se describe en la presente.

[00193] Se apreciara que cuando se hace referencia a subunidades de alquilenglicol,
en particular subunidades de etilenglicol, y dependiendo del contexto, el nimero de
subunidades puede representar un nimero promedio, por ej. cuando se hace referencia a una
poblacion de conjugados o compuestos intermediarios, y se utilizan polialquilenglicoles

polidispersos, en particular polietilenglicoles polidispersos.

“L”: Enlazador

[00194] La presente descripcién proporciona conjugados, en donde una molécula de
union a receptor, como se describe en la presente, esta unida a una fraccion de camptotecina.
De acuerdo con la presente descripcion, la molécula de unién a receptor puede estar ligada,
mediante el grupo Y y unién covalente mediante un enlazador L, a la fraccién de camptotecina.

Como se utiliza en la presente, un “enlazador” L es cualquier fraccion quimica que es capaz
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de unir un grupo Y, tal como por ej. NH, a otra fraccion, tal como una fraccion de camptotecina.

En este sentido, se hace referencia nuevamente a la férmula (l) descripta en la presente:

O

I
X

P L
s¥ ™ \\Y/ ~c.
OR!

\%
A (0,

RBM

En concordancia, la fraccion de camptotecina C puede estar ligada a Y a través de un
enlazador L. En la férmula (I) RBM, 7 .V, X, Y, RY L, C, my n son como se define en la
presente. EIl enlazador L sirve para conectar Y con la fraccién de camptotecina (C). El
enlazador L es cualquier fraccion quimica que es capaz de unir Y a la fraccion de camptotecina
C. En particular, el enlazador L une Y a la fraccion de camptotecina C a través de enlace(s)
covalente(s). Elreactivo enlazador es una fraccion bifuncional o multifuncional que puede ser
utilizada para ligar una fracciébn de camptotecina C e Y para formar los conjugados de la
férmula (). Los términos “reactivo enlazador”, “reactivo entrecruzador”, “enlazador derivado
de un reactivo entrecruzador” y “enlazador” puede ser utilizados indistintamente a lo largo de

la presente descripcion.

[00195] Los enlazadores pueden ser susceptibles de escision (enlazador escindible) tal
como escisién enzimatica, escisién inducida por acidos, escision fotoinducida y escision de
enlaces disulfuro. La escision enzimatica incluye, pero no esta limitada a, escisién inducida
por proteasas, escision inducida por peptidasas, escision inducida por esterasas, escision
inducida por glicosidasas, escision inducida por fosfatasas, y escisién inducida por sulfatasas,
preferiblemente en condiciones bajo las cuales la fraccion de camptotecina y/o la molécula de
uniébn a receptor permanecen activas. Alternativamente, los enlazadores pueden ser
sustancialmente resistentes a la escision (por ej. enlazador estable o enlazador no escindible).
En algunos aspectos, el enlazador puede ser un enlazador procargado, un enlazador hidréfilo,
un enlazador basado en PEG, o un enlazador basado en acido dicarboxilico. En
concordancia, en algunas formas de realizacion de uno cualquiera de los conjugados
anticuerpo-droga descriptos en la presente el enlazador (L) esta seleccionado del grupo que
consiste en un enlazador escindible, un enlazador no escindible, un enlazador hidréfilo, un

enlazador basado en PEG, un enlazador procargado, un enlazador peptidico y un enlazador
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basado en acido dicarboxilico. Preferiblemente, el enlazador L es un enlazador escindible.

En algunas formas de realizacion, el enlazador L es un enlazador no escindible.

[00196] Preferiblemente, como se describe en la presente, el enlazador L es escindible.
En algunas formas de realizacion, L es un enlazador susceptible de escisidon enzimatica. En
algunas formas de realizacion, L es un enlazador labil frente a acidos, un enlazador foto-labil,
un enlazador escindible por peptidasas, un enlazador escindible por proteasas, un enlazador
escindible por esterasas, un enlazador escindible por glicosidasas, un enlazador escindible
por fosfatasas, un enlazador escindible por sulfatasas, un enlazador reducible de enlaces
disulfuro, un enlazador hidréfilo, un enlazador procargado, un enlazador basado en PEG, o
un enlazador basado en acido dicarboxilico. Preferiblemente, el enlazador L es escindible por
una proteasa, una glucuronidasa, una sulfatasa, una fosfatasa, una esterasa, o mediante
reduccion de disulfuros. Preferiblemente, el enlazador es un enlazador escindible por

peptidasas. Otros enlazadores preferidos son escindibles por proteasas.

[00197] Un enlazador no escindible es cualquier fraccion quimica capaz de unir una
fraccibn de camptotecina a Y de una manera covalente, estable y que no cae bajo las
categorias listadas en la presente como enlazadores escindibles. Asi, los enlazadores no
escindibles son sustancialmente resistentes a escision inducida por acidos, escision foto-
inducida, escision inducida por peptidasas, escisién inducida por proteasas, escision inducida
por glicosidasas, escisién inducida por fosfatasas, escision inducida por esterasas y escision
de enlaces disulfuro. Adicionalmente, no escindible se refiere a la capacidad del enlace
guimico en el enlazador o del colinde con el enlazador de resistir la escisiéon inducida por un
acido, un agente de escision fotolabil, una peptidasa, una proteasa, una glicosidasa, una
fosfatasa, una esterasa o un compuesto quimico o fisiolégico que escinde un enlace disulfuro,
en condiciones bajo las cuales la fraccién de camptotecina o la molécula de unién a receptor

no pierde su actividad.

[00198] Los enlazadores acido-labiles son enlazadores escindibles a pH acido. Por
ejemplo, ciertos compartimentos intracelulares, tales como endosomas y lisosomas, tienen un
pH acido (pH 4-5), y proporcionan condiciones adecuadas para escindir los enlazadores

acido-labiles.

[00199] Algunos enlazadores pueden ser escindidos por peptidasas, es decir
enlazadores escindibles por peptidasas. En este sentido, ciertos péptidos son facilmente

escindidos dentro o fuera de las células, ver por ej. Trout et al., 79 Proc. Natl. Acad. Sci.
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EE.UU., 626-629 (1982) y Umemoto et al. 43 Int. J. Cancer, 677-684 (1989). Los peéptidos
estdn compuestos de a-aminoacidos y enlaces peptidicos, que quimicamente son enlaces de

amida entre el carboxilato de un aminoacido y el grupo amino de un segundo aminoacido.

[00200] Algunos enlazadores pueden ser escindidos por esterasas, es decir
enlazadores escindibles por esterasas. En este sentido, ciertos ésteres pueden ser
escindidos por esterasas presentes dentro o fuera de las células. Los ésteres estan formados
por la condensacion de un &cido carboxilico y un alcohol. Los ésteres simples son ésteres
producidos con alcoholes simples, tales como alcoholes alifaticos y pequefios alcoholes
ciclicos y pequefios alcoholes aromaticos.

[00201] Los enlazadores procargados se derivan de entrecruzadores reactivos
cargados que retienen su carga después de la incorporacién dentro de un conjugado
anticuerpo droga. Pueden hallarse ejemplos de enlazadores procargados en la US
2009/0274713.

[00202] Preferiblemente, como se describe en la presente, el enlazador L es escindible.
Como ejemplos ilustrativos, el enlazador puede ser escindible por una proteasa, una
glucuronidasa, una sulfatasa, una fosfatasa, una esterasa, o mediante reduccion de disulfuros.
Preferiblemente, el enlazador L es escindible por una proteasa. Mas preferiblemente, el
enlazador es escindible por una catepsina, tal como, en particular, catepsina B. El enlazador
puede comprender una fraccion de dipéptido, tal como por ej. una fraccién valina-citrulina o
una fraccién valina-alanina, que puede ser escindida por una catepsina tal como catepsina B.
En concordancia, en algunas formas de realizacién el enlazador comprende una fraccion
valina-citrulina. En algunas formas de realizacion el enlazador comprende una fraccion valina-
alanina. El enlazador puede comprender un sitio de escision. El término “sitio de escision”
puede referirse a una fraccibn quimica que es reconocida por una enzima, seguido por
escision, por ej. mediante hidrélisis. Como un ejemplo ilustrativo, un sitio de escisién es una
secuencia de aminoacidos, que es reconocida por una proteasa o una peptidasa, e hidrolizada
por dicha proteasa o peptidasa. En algunas formas de realizacién, el sitio de escisién es un
dipéptido. En algunas formas de realizacion, el sitio de escision es una fraccién valina-

citrulina. En algunas formas de realizacion, el sitio de escision es una fraccion valina-alanina.

Segunda Unidad Espaciadora

[00203] En formas de realizacion preferidas, el enlazador (L) comprende una segunda

unidad espaciadora -A- que estd unida a -Y-. La segunda unidad espaciadora sirve para
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conectar -Y- a otra parte del enlazador, cuando estd presente, o a una fraccion de
camptotecina (-C). Como aprecia facilmente una persona experta en el arte, esto depende
de si otra parte del enlazador esti presente o no. La segunda unidad espaciadora (—A-)
puede ser cualquier grupo o fraccion quimica que es capaz de conectar -Y- a otra parte del
enlazador, cuando esta presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si
la otra parte del enlazador esta presente o0 nho. En este sentido, -Y-, como se describe en la
presente, esta unida a la segunda unidad espaciadora (—A-). La segunda unidad espaciadora
(-A-) puede comprender o puede ser un grupo funcional que es capaz de formar un enlace
con otra parte del enlazador, cuando esta presente, o con la fraccion de camptotecina (-C).
Nuevamente, esto depende de si la otra parte del enlazador esta presente o ho.
Preferiblemente, el grupo funcional, que es capaz de formar un enlace con otra parte del
enlazador, o a una fraccion de camptotecina (-C), es un grupo carbonilo que esta representado

c=o0
como, por €j. / 0 -C(O)-.

[00204] La segunda unidad espaciadora puede ser cualquier espaciador conocido para
una persona experta en el arte, por ejemplo, una fraccién basada en un radical hidrocarbonado
recto o ramificado. La segunda unidad espaciadora puede comprender también fracciones
ciclicas, tal como por ej., pero no limitadas a, fracciones aromaticas. Si la segunda unidad
espaciadora es una fraccién basada en un radical hidrocarbonado, la cadena principal de la
segunda fraccién espaciadora puede comprender solamente atomos de carbono pero también
puede contener heteroatomos tales como atomos de oxigeno (O), nitrégeno (N) o azufre (S),
y/o puede contener grupos carbonilo (C=0). La segunda unidad espaciadora puede
comprender o puede ser, por ejemplo, una cadena de atomos de carbono (C1-C2). En formas
de realizacion tipicas de las segundas unidades espaciadoras basadas en radicales
hidrocarbonados, la fraccién espaciadora comprende entre 1 a aproximadamente 150, 1 a
aproximadamente 100, 1 a aproximadamente 75, 1 a aproximadamente 50, o 1 a
aproximadamente 40, o 1 a aproximadamente 30, o 1 a aproximadamente 20, incluyendo 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 atomos de la cadena principal. Una

persona experta en el arte sabe seleccionar segundas unidades espaciadoras adecuadas.

[00205] En algunas formas de realizacion, la segunda unidad espaciadora (-A-),
cuando esta presente, esta seleccionada del grupo que consiste en *-alquileno (C1-Cio)-
C(0)-#, *-carbociclo (Cs-Cg)-C(O)-#, *-arileno-C(O)-#, *-alquileno (Ci-Cio)-arileno-C(O)-#,
*- arileno-alquileno  (C1-C10)-C(0)-#,  *-alquileno  (Ci:-Cig)-carbociclo  (Cs-Cg)-C(O)-*,
*- carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Ci0)-C(O)-#, *-heterociclo (Cs-Cs)-C(O)-*#, *-alquileno (Ci-
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Cio)-heterociclo (Cs-Cs)-C(0)-#, y *-heterociclo (Cs-Csg)-alquileno (C1-Cio)-C(O)-#; * indica el
punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta
presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador
estd presente o no. Preferiblemente, la segunda unidad espaciadora (—A-), cuando esta
presente, esta seleccionada del grupo que consiste en *-carbociclo (Cs-Cg)-C(O)-#, *-arileno-
C(0)-*, y *-heterociclo (Cs-Cg)-C(O)-#; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de
unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion de camptotecina

(-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no.

[00206] En otras formas de realizacién, la segunda unidad espaciadora (—A-), cuando
esta presente, puede estar seleccionada del grupo que consiste en *-alquileno (Ci-Cio)-#,
*- carbociclo (Cs-Cs)-*#, *-arileno-*, *-alquileno (C1-Cio)-arileno-*, *-arileno-alquileno (C1-Cio)-*,
*-alquileno (C1-Cio)-carbociclo (Cs-Cs)-#, *-carbociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cio)-*, *-heterociclo
(Cs-Cs)-#, *-alquileno (C:-Cio)-heterociclo (Cs-Cs)-*#, y *-heterociclo (Cs-Cs)-alquileno (Ci-
Ci0)- # * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del
enlazador, cuando esta presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si
la otra parte del enlazador esta presente o no. Preferiblemente, la segunda unidad
espaciadora (—-A-), cuando esta presente, puede estar seleccionada del grupo que consiste
en *-carbociclo (Cs-Cg)-*, *-arileno-#, y *-heterociclo (Cs-Cs)-*; * indica el punto de unién a -Y-;
y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, 0 a una

fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o

no.
(6]
#
[00207] Preferiblemente, la segunda unidad espaciadora -A- es
, en donde es un anillo carbociclico de cinco o seis miembros; * indica el punto

de unién a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando esta presente,
0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta

presente o no. El anillo carbociclico puede ser aromético o no aromético. Preferiblemente, la
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O
segunda unidad espaciadora -A- es ,endonde es un anillo

heterociclico de cinco o seis miembros que comprende 1, 2, o 3 heterodtomos
independientemente seleccionados del grupo que consiste en N, O y S; * indica el punto de
unién a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando esté presente,
0 a una fracciéon de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta

presente o no. El anillo heterociclico puede ser aromatico o no aromético.

O
#
[00208] Més preferiblemente, esta seleccionado del grupo que
consiste en
(0]
e * B
LT T ne b
)\ ¢ A A 2
° ) D , , en donde cada uno de A,

B, C y D est4 independientemente seleccionado de N (nitrégeno) y C-H; preferiblemente, al
menos uno de A, B, Cy D es C-H; mas preferiblemente, al menos dos de A, B, Cy D son C-
H; aun mas preferiblemente, al menos tres de A, B, C y D son C-H, ain mas preferiblemente,
cada uno de A, B, Cy D son C-H; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién
a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C),

dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no. Aun mas preferiblemente,

@k g \% Y %
en donde cada

uno de A, B, C y D estd independientemente seleccionado de N (nitr6geno) y C-H;
preferiblemente, al menos uno de A, B, Cy D es C-H; més preferiblemente, al menos dos de
A, B, C y D son C-H; aun més preferiblemente, al menos tres de A, B, C y D son C-H, auln
mas preferiblemente, cada uno de A, B, C y D son C-H; en donde * indica el punto de union a

-Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, 0 a una
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fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o

no. Incluso mas preferiblemente, es , en donde
cada uno de A, B, C y D esta independientemente seleccionado de N (nitrégeno) y C-H;
preferiblemente, al menos uno de A, B, Cy D es C-H; més preferiblemente, al menos dos de
A, B, C y D son C-H; aun més preferiblemente, al menos tres de A, B, C y D son C-H, aln
mas preferiblemente, cada uno de A, B, C y D son C-H; en donde * indica el punto de unién a
-Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando esté presente, 0 a una
fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o

no. En formas de realizacion muy preferidas, la segunda unidad espaciadora A es
(0]

*

en donde * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de union
a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C),
dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no.

[00209] En otras formas de realizacién, la segunda unidad espaciadora (-A-) puede ser
O

S ¢

0o ; Y my n son cada uno, independientemente, un entero de por
ej.desde0a20,0a15,1a10,1a8,1a6,1a4,1a3,1a2, 01, preferiblemente mes1ly
n es 1; * indica la posicién de -Y-, y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador,
cuando esta presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte
del enlazador estd presente o no. Dicha segunda unidad espaciadora puede estar
opcionalmente sustituida, por ej. con uno o dos alquilo (C1-Cs), en particular en el carbono

adyacente al asterisco (*).

Grupo Z
[00210] En formas de realizacion preferidas, la segunda unidad espaciadora -A- es un

grupo Z, en donde el grupo Z tiene la siguiente estructura:
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en donde:

L" es una unidad conectora paralela;

RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol;

M es, cada una independientemente, un enlace o una fraccién que une RS con L?;
s*esunenteroenelrangode La4;y

las lineas onduladas indican el punto de unién a -Y- y a la otra parte del enlazador, cuando
esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del

enlazador esta presente o no.

Rxs*

\C

LP

[00211] Como se indica en la férmula § g la segunda unidad de
polialquilenglicol RS esta unida a la unidad conectora paralela L? mediante una fraccion
adecuada M. En algunas formas de realizacién, M es un enlace. En algunas formas de
realizaciébn, M puede ser cualquier fraccion que es capaz de unir una unidad de
polialquilenglicol con la unidad conectora paralela L. Como ejemplos ilustrativos, M puede
ser, cada una independientemente, seleccionada del grupo que consiste en -NH-, -O-, S,
- C(0)-0-, -C(O)-NH- y -alquileno (Ci-Cap). Preferiblemente, M estd cada una
independientemente seleccionada del grupo que consiste en -NH-, -O- y -S-. Mas

preferiblemente, cada M es -O-.

[00212] El entero s* puede tener un rango de 1 a 4. Preferiblemente, el entero s* tiene
un rango de 1 a 3. Més preferiblemente, el entero s* es 1 0 2. Incluso més preferiblemente,
el entero s* es 1. El entero s* indica el niUmero de grupos -M-R® que estan unidos a la unidad

conectora paralela L.

[00213] La unidad conectora paralela (LP) sirve para conectar -Y- a otra parte del
enlazador (L) y, mediante M, a una o mas segundas unidades de polialquilenglicol, como se

indica mediante el entero s*. En concordancia, cuando esta presente, LP puede ser cualquier
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grupo o fraccion quimica que es capaz de conectar -Y- a otra parte del enlazador y, mediante
M, a una segunda unidad de polialquilenglicol. Alternativamente, la unidad conectora paralela
(LP) puede ligar Y a la fraccién de camptotecina (C), en caso de que ninguna otra parte del
enlazador esté presente, y mediante M, a la segunda unidad de polialquilenglicol. En este
sentido, Y, como se describe en la presente, esta unida a la unidad conectora paralela (LP).
La unidad conectora paralela (L?) puede comprender o puede ser un grupo funcional que es
capaz de formar un enlace a otra parte del enlazador (L), o a una fraccién de camptotecina
(C), dependiendo de si la otra parte del enlazador (L) esta presente o no. Preferiblemente, el
grupo funcional, que es capaz de formar un enlace a otra parte del enlazador (L), 0 a una

fraccion de camptotecina (-C), es un grupo carbonilo que esta representado como, por €j.

C=—0
/", 0-C(0)-, 0~(C=0)-

[00214] La unidad conectora paralela (L?) puede ser, por ejemplo, una fraccién basada
en radical hidrocarbonado recto o ramificado. La unidad conectora paralela (LP?) puede
comprender también fracciones ciclicas. Si la unidad conectora paralela (L?) es una fraccién
basada en radicales hidrocarbonados, la cadena principal de la segunda fraccién espaciadora
puede comprender solamente atomos de carbono pero también puede contener heteroatomos
tales como atomos de oxigeno (O), nitrégeno (N) o azufre (S), y/o puede contener grupos
carbonilo (C=0). La unidad conectora paralela (L") puede comprender o puede ser, por
ejemplo, una cadena de &tomos de carbono (C1-Cy). En formas de realizacion tipicas de la
unidad conectora paralela basada en radicales hidrocarbonados (L), la fraccién de unién
comprende entre 1 a aproximadamente 150, 1 a aproximadamente 100, 1 a aproximadamente
75, 1 a aproximadamente 50, o 1 a aproximadamente 40, o 1 a aproximadamente 30,0 1 a
aproximadamente 20, incluyendo 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19
atomos de la cadena principal. La unidad conectora paralela L” es capaz de unirse a una
segunda unidad de polialquilenglicol RS mediante M. Una persona experta en el arte sabe

seleccionar unidades conectoras paralelas adecuadas (LF).

Qs*
\h(

LP

[00215] En algunas formas de realizacién, el grupo Z g § cuando esta
presente, esta seleccionado del grupo que consiste en *-alquileno (C1-Ci0)-C(O)-* sustituido,
cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 a 3, més preferiblemente 1 o0 2,
aun mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-carbociclo (Cs-Cg)-C(O)-* sustituido, cada uno
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independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS;
*-arileno-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2,
mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C;-Cio)-arileno-C(O)-* sustituido, cada uno
independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS;
*-arileno-alquileno (C:-C10)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C1-Cio)-carbociclo
(Cs-Cs)-C(0O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o0 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Ci0)-C(O)-* sustituido,
cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1
grupo(s) -M-RS; *-heterociclo (Cs-Cs)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1
a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C1-Cio)-
heterociclo (Cs-Cg)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; y *-heterociclo (Cs-Cs)-alquileno
(C1-C10)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2,
mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de
union a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, 0 a una fraccion de camptotecina

(-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no. Preferiblemente, el
QS*
\M(

LP

grupo Z g g cuando esta presente, esta seleccionado del grupo que consiste
en *-carbociclo (Cs3-Cg)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-arileno-C(O)-# sustituido, cada
uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -
M-RS; y *-heterociclo (C3-Cs)-C(O)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; * indica el punto de unién a -Y- ;
y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, 0 a una

fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o

no.
Rxs*
\“1(
[00216] En otras formas de realizacién, el grupo Z , cuando esta

presente, puede estar seleccionado del grupo que consiste en *-alquileno (C1-Cio)-* sustituido,

64



cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 a 3, mas preferiblemente 1 o0 2,
aun mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-carbociclo (Cs-Cs)-* sustituido, cada uno
independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS;
*-arileno-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C:-Cio)-arileno-* sustituido, cada uno
independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS;
*-arileno-alquileno  (Ci1-Ci0)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C1-Cio)-carbociclo
(Cs-Cs)-# sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-carbociclo (Cs-Csg)-alquileno (Ci-Cio) -* sustituido, cada
uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s)
- M-RS; *-heterociclo (Cs-Cs)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4,
preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-alquileno (C;-Cio)-heterociclo
(Cs-Cs)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; y *-heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C;1-Cio)-* sustituido, cada
uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s)
- M-RS; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del
enlazador, cuando esta presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si

Qs*

7~

F

LP
la otra parte del enlazador esta presente o no. Preferiblemente, el grupo Z g ,

cuando esta presente, puede estar seleccionado del grupo que consiste en *-carbociclo (Cs-
Cg)-* sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; *-arileno-* sustituido, cada uno independientemente, con 1
a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; y *-heterociclo (Cs-Cg)-*
sustituido, cada uno independientemente, con 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas
preferiblemente 1 grupo(s) -M-RS; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién
a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C),

dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no.
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Qs*

\Mg
LP
[00217] En algunas formas de realizacién, L” en el grupo Z puede ser

uno o mas aminodcidos, que comprende una fraccion adecuada M de modo que pueda unirse
una segunda unidad de polialquilenglicol; preferiblemente s* es 1. El aminoacido puede ser
un aminoacido natural o no natural. Por ejemplo, el amino&cido puede estar seleccionado del
grupo que consiste en lisina, acido glutamico, acido aspartico, serina, tirosina, treonina,
cisteina, selenacisteina, glicina, y homoalanina. En particular, el aminoacido puede estar
seleccionado del grupo que consiste en tirosina, serina, treonina, acido glutamico, lisina y
glicina. Otras fracciones adecuadas L” pueden estar seleccionadas del grupo que consiste
en aminoalcoholes, amino aldehidos, y poliaminas. Se describen aminoacidos adecuados y
grupos adicionales para unirse a una unidad de polialquilenglicol, por ej. en la WO
2015/057699.

0
N ,
\I\I/I\/R S .
P
L M__RS)
[00218] Preferiblemente, el grupo Z es $* en
donde es un anillo carbociclico de cinco o seis miembros; el anillo carbociclico

puede ser aromatico o no aromatico; M es, cada una independientemente, como se define en
la presente; preferiblemente, cada M es -O-; RS es, cada una independientemente, una
segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS
es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la
presente; s* es un entero en el rango de 1 a 3, preferiblemente s* es 1 0 2, mas preferiblemente
s* es 1; * indica el punto de union a -Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del
enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si

la otra parte del enlazador esta presente o no.
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M—R

[00219] Més preferiblemente, s* esta seleccionada del grupo
0
* B
A/ X W \ #
)\ A\D//’C
— )
que consiste en , st y
Y 0
R
A\D///’C
M—RS

$* en donde cada uno de A, B, C y D es C-H; RS es, cada una
independientemente, una segunda unidad de poli(alquilen)glicol como se define en la
presente; preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de
polietilenglicol como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se

define en la presente; preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s*

M)

reemplazado con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-RS cuando

es 1; como se indica mediante *, en dos C-H, independientemente, el H esta
s* es 1; * indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién a otra parte del enlazador
(por €j. una unidad de aminoacidos -Wy-), cuando esta presente, o a una fraccion de

camptotecina (- C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no. Aldn
o)

# )\
M—RS) ><CM—RS
méas  preferiblemente, s* es o]
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M—RS>
$* en donde cada uno de A, B, Cy D es C-H; RS es, cada una

independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol
como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se define en la

presente; preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como

M——RS>
se indica mediante s*, en dos C-H, independientemente el H esta reemplazado

con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-R® cuando s* es 1; *
indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando

esta presente, o a una fraccidon de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del

o)
#
*
M——RS>
enlazador esta presente 0 no. AUn mas preferiblemente, $* es
o)
B
A/ X #
P
* D
M—RS

$* en donde cada uno de A, B, C y D es C-H; RS es, cada una
independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol
como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se define en la

presente; preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como

o)

con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 1; *

se indica mediante *, en dos C-H, independientemente, el H esta reemplazado

indica el punto de unién a-Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando
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esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del

enlazador esta presente o no. En formas de realizacibn muy preferidas, el grupo Z

\ O
RS S*
‘g #
LP
. M—RS s .
es en donde R® es una segunda unidad de

polialquilenglicol como se describe en la presente; preferiblemente, RS es una segunda unidad
de polietilenglicol como se define en la presente; M es como se describe en la presente;
preferiblemente M es -O-; * indica el punto de union a -Y-; y # indica el punto de unién a la
otra parte del enlazador, cuando estd presente, o a una fraccion de camptotecina (-C),
dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no.

[00220] En algunas formas de realizacion, el grupo Z g

o)
#
(O
$* en donde

miembros que comprende 1 o 2 heteroatomos independientemente seleccionados del grupo

es un anillo heterociclico de cinco o seis

gue consiste en N, O 0 S; el anillo heterociclico puede ser aromatico o no aroméatico; M es,
cada una independientemente, como se define en la presente; preferiblemente cada M es
- O- ; RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de polialguilenglicol como se
define en la presente; preferiblemente, cada R® es, independientemente, una segunda unidad
de polietilenglicol como se define en la presente; s* es 1 o 2 (en particular, en el caso de un
anillo heterociclico de seis miembros), preferiblemente s* es 1 (en particular, en el caso de un
anillo heterociclico de cinco miembros o de seis miembros); * indica el punto de unién a -Y-;y
# indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion

de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no.
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[00221] En algunas formas de realizacion,

SN Y
*m Ny

f*/

seleccionada del grupo que consiste en

*

O

M—RS
Y S*, en donde tres de A, B, C y D son, independientemente, C-H, y uno

de A, B, Cy D es, independientemente, N; RS es, cada una independientemente, una segunda
unidad de polialguilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS es,
independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;

M es, cada una independientemente, como se define en la presente; preferiblemente cada M

M——RS>
es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como se indica mediante s*

en dos C-H, independientemente, el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un

C-H el H esta reemplazado con -M-R® cuando s* es 1; * indica el punto de unién a -Y-; y #

indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o0 a una fraccion

de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta presente o no. En
o) o)

M——RS>
algunas formas de realizacion, $* es $* o
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M—RS
$* en donde tres de A, B, C y D son, independientemente, C-H, y uno

de A, B, Cy D es, independientemente, N; RS es, cada una independientemente, una segunda
unidad de polialquilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS es,
independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;

M es, cada una independientemente, como se define en la presente; preferiblemente cada M

M——RS>
es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como se indica mediante s*

en dos C-H, independientemente el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un

C-H el H esta reemplazado con -M-R® cuando s* es 1; * indica el punto de unién a -Y-; y #

indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta presente, o a una fraccion

de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador estd presente o no. En
O o)

e )
algunas formas de realizacion, $* es $* en

donde tres de A, B, C y D son, independientemente, C-H, y uno de A, B, C y D es,
independientemente, N; RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de
polialquilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS es,
independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;
M es, cada una independientemente, como se define en la presente; preferiblemente cada M

es -O-; el entero s* es 1 o 2, preferiblemente s* es 1; como se indica mediante

M—RS>
$* endos C-H, independientemente, el H esta reemplazado con -M-RS cuando

s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 1; * indica el punto de
union a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando esta presente,
0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta

presente o no.
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[00222] En algunas formas de realizacién, $*  esta

\

A/ X
)\ \ ©
M——RS M——RS
seleccionada del grupo que consiste en

*

o)
P
A -C
\D//
M—RS
y S*, en donde dos de A, B, C y D son, independientemente, C-H, y dos

de A, B, C y D son, independientemente, N; RS es, cada una independientemente, una
segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS
es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la
presente; M es, cada una independientemente, como se define en la presente;

preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como se indica

M—RS>
mediante $* en dos C-H, independientemente, el H esta reemplazado con -M-

RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con RS cuando s* es 1; * indica el punto

de unién a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando esta presente,

0 a una fraccién de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador esta
o)

M—RS>
s*

presente 0 no. En algunas formas de realizacion, es

72



M—RS>
$*, en donde dos de A, B, C y D son,

independientemente, C-H, y dos de A, B, C y D son, independientemente, N; RS es, cada una
independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol
como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se define en la

presente; preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 0 2, preferiblemente s* es 1; como

M—RS>
se indica mediante $*, en dos C-H, independientemente el H esta reemplazado

con -M-RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 1; *
indica el punto de unién a -Y-; y # indica el punto de union a la otra parte del enlazador, cuando
esta presente, o a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del

0
#
M—RS>
enlazador esta presente o no. En algunas formas de realizacion, s
o)
B
A/ N 4
)|\ ¢
* D
M—RS
es $* en onde dos de A, B, C y D son, independientemente, C-H, y

dos de A, B, C y D son, independientemente, N; RS es, cada una independientemente, una
segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente; preferiblemente, cada RS
es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la
presente; M es, cada una independientemente, como se define en la presente;

preferiblemente cada M es -O-; el entero s* es 1 o0 2, preferiblemente s* es 1; como se indica

M—RS
mediante $* en dos C-H, independientemente, el H esta reemplazado con -M-
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RS cuando s* es 2, 0 en un C-H el H esta reemplazado con -M-RS cuando s* es 1; * indica el
punto de unién a -Y-; y # indica el punto de unién a la otra parte del enlazador, cuando esta
presente, 0 a una fraccion de camptotecina (-C), dependiendo de si la otra parte del enlazador

esta presente o no.

Segunda Unidad de Polialquilenglicol RS

[00223] El término “segunda unidad de polialquilenglicol”, como se utiliza en la
presente, se refiere a una unidad de polialquilenglicol unida a la unidad conectora paralela
(LP), que esta presente en el grupo Z, mediante M. La segunda unidad de polialquilenglicol
comprende al menos una subunidad de alquilenglicol. Preferiblemente, la segunda unidad de
polialquilenglicol RS comprende una o mas subunidades de alquilenglicol que tienen la

siguiente estructura:

@]
e -
5 alquileno-(C:-Ca) \:Sé

Mas preferiblemente, la segunda unidad de

polialquilenglicol RS comprende una o mas subunidades de alquilenglicol que tienen la

N

Y

algquileno-(Cz-Ca)1]

siguiente estructura: . En concordancia, la segunda unidad de
polialquilenglicol RS puede ser una unidad poli(tetrametilenglicol), una unidad
poli(propilenglicol), o una unidad poli(etilenglicol). Aan mas preferiblemente, la segunda

unidad de polialquilenglicol comprende una o mas subunidades de alquilenglicol que tienen la

O
;\\alquilenu-(Ca—Cg}lﬂ/ \\}5;

siguiente estructura:

[00224] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS, cada una
independientemente, comprende desde 1 a 100 subunidades de alquilenglicol como se
describe en la presente. Mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS,
cada una independientemente, comprende desde 2 a 50 subunidades de alquilenglicol. Adn
mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol comprende, cada una
independientemente, desde 3 a 45 subunidades de alquilenglicol como se describe en la
presente. AUn mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol, cada una
independientemente, comprende desde 4 a 40 subunidades de alquilenglicol como se
describe en la presente. Aun mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol,

cada una independientemente, comprende desde 6 a 35 subunidades de alquilenglicol como
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se describe en la presente. Incluso mas preferiblemente, la segunda unidad de
polialquilenglicol, cada una independientemente comprende desde 8 a 30 subunidades de

alquilenglicol como se describe en la presente.

[00225] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS, cada una
independientemente, comprende desde 1 a 20 subunidades de alquilenglicol como se
describe en la presente. Mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS
comprende, cada una independientemente, desde 2 a 12 subunidades de alquilenglicol. Adn
mas preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol comprende, cada una
independientemente, desde 3 a 11 subunidades de alquilenglicol como se describe en la

presente.

[00226] La segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada una
independientemente, una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 100,
preferiblemente desde 2 a 50, méas preferiblemente desde 3 a 45, alin mas preferiblemente
desde 4 a 40, ain mas preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a

o
. -
5 alquileno-(Cz-Ca)1] \\:59

30 subunidades que tienen la estructura: . Preferiblemente,
la segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada una independientemente, una
unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, méas
preferiblemente desde 3 a 45, mas preferiblemente desde 4 a 40, ain mas preferiblemente

desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que tienen la estructura:

O
§ .
\alquileno-f_Cz—Ca}lﬂ F

. Més preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol
RS puede ser, cada una independientemente, una unidad de polialquilenglicol que comprende
desde 1 a 100, mas preferiblemente desde 2 a 50, ain mas preferiblemente desde 3 a 45,

aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas

preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que tienen la estructura:

]
5\‘3|~':|ui||E-r'|n:1-f_\Cz—'Cs}IﬂMF \\:_;SS

de polialquilenglicol RS puede ser, cada una independientemente, una unidad de

. En formas de realizacién muy preferidas, la segunda unidad

polietilenglicol que comprende desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas

preferiblemente 3 a 45, aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aun mas preferiblemente
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desde 6 a 35, incluso més preferiblemente desde 8 a 30 subunidades que tienen la estructura:

g/\/o\fj

[00227] La segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada una
independientemente, una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 20,

preferiblemente desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen la

@]
. -
5 alquileno-(Cz-Cs) \zjé

estructura: . Preferiblemente, la segunda unidad de
polialquilenglicol RS puede ser, cada una independientemente, una unidad de polialquilenglicol

gue comprende desde 1 a 20, preferiblemente desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a

O

§ p
\alquileno'ﬂCz-Cdm }S‘

11 subunidades que tienen la estructura: . Maés

preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada una
independientemente, una unidad de polialquilenglicol que comprende desde 1 a 20, mas

preferiblemente desde 2 a 12, ain mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen

]
j\alquileno-(Cz—Ca}ﬂj \\;fr

segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada una independientemente, una unidad

la estructura: . En formas de realizaciéon muy preferidas, la

de polietilenglicol que comprende desde 1 a 20, preferiblemente desde 2 a 12, mas
o}

preferiblemente 3 a 11 subunidades que tienen la estructura: .

[00228] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS es, cada una

independientemente,

alquileno (Cz-Ca) S

M

en donde;:
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; indica la posicién de M en el grupo Z;

KS es H o un segundo grupo de terminacion; preferiblemente KS esta seleccionado del
grupo que consiste en -H (hidrégeno), -POsH, -alquilo (C1-Ciyo), -alquil (C1-C10)-SO3H,
-alquil (C2-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-Ci0)-NHa, -alquil (C2-Cio)-NH-
alquilo (C1-Cs) y -alquil (C2-Cio)-N(alquilo (C1-Cs))2; mas preferiblemente KS es H; y

p es un entero en el rango de 1 a 100.

[00229] El “segundo grupo de terminacion”, cuando se refiere en la presente, puede ser
cualquier fraccién que es capaz de funcionar como un grupo terminal de la segunda unidad
de polialquilenglicol. Los ejemplos para el segundo grupo de terminacion, que puede utilizarse
en la presente descripcion, incluyen -POsH, -alquilo (C1-Cao), -alquil (C1-Ci0)-SO3H, -alquil (C2-
C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NHsa, -alquil (C2-C10)-NH-alquilo (C1-C5) y -alquil
(C2-Cip)-N(alquilo (C1-Cs)).. En algunas formas de realizacion, el primer grupo de terminacion
puede ser -alquilo (C:-Cio), en particular metilo.

[00230] Preferiblemente, KS es H (hidrégeno).

[00231] El entero p indica el numero de unidades de repeticion

(]
§$alquilenc [Co-Cag) - $f

en la segunda unidad de polialquilenglicol. El entero p puede
estar en el rango de 1 a 100. Preferiblemente, p estd en el rango de 2 a 50. Mas
preferiblemente, p esta en el rango de 3 a 45. Mas preferiblemente, p esta en el rango de 4
a 40. Aun mas preferiblemente, p esta en el rango de 6 a 35. Incluso mas preferiblemente, p
estd en el rango de 8 a 30. En formas de realizacion preferidas, p es 12 o aproximadamente
12. Incluso mas preferiblemente, p esta en el rango de 16 a 30. Incluso mas preferiblemente,
p esta en el rango de 20 a 28. Incluso mas preferiblemente, p es 22, 23, 24, 25 0 26. Incluso

mas preferiblemente, p es 23, 24 o0 25. En formas de realizaciéon preferidas, p es 24 o

0
;\Palquilenc (Co-Ca) ﬁ#a
aproximadamente 24. Preferiblemente, la unidad de repeticion es

0
alquileno (Cz-C3)

Mas preferiblemente, la unidad de repeticién es
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[00232] En la segunda unidad de polialquilenglicol, el entero p puede estar en el rango

de 1 a 20. Preferiblemente, p esta en el rango de 2 a 12. Mas preferiblemente, p esta en el

0
alquileno (Cz-Ca)

rango de 3 a 11. Preferiblemente, la unidad de repeticion es . Més
AN N
alguileno (C:-Cs)

[00233] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS comprende

’71/\/0\:@

preferiblemente, la unidad de repeticion es

subunidades de etilenglicol que tienen cada una la siguiente estructura:
es decir esta subunidad es indicada como “subunidad de etilenglicol”. En concordancia,
preferiblemente la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda unidad de
polietilenglicol. La segunda unidad de polietilenglicol comprende al menos una subunidad de

etilenglicol.

[00234] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada
una independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol que comprende desde 1 a
100, preferiblemente desde 2 a 50, méas preferiblemente desde 3 a 45, mas preferiblemente
desde 4 a 40, ain mas preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a

g/\/o\f,f

30 subunidades que tienen la estructura:

[00235] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS puede ser, cada
una independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol que comprende desde 1 a

20, preferiblemente desde 2 a 12, mas preferiblemente desde 3 a 11 subunidades que tienen

%L/\/O\ﬁg

la estructura:

[00236] Preferiblemente, la segunda unidad de polialquilenglicol RS es, cada una

independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol que tiene la estructura:
o}
-Si‘/f\/ i\KS
p b
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en donde:

; indica la posicion de M en el grupo Z;

KS es H (hidrégeno) o un segundo grupo de terminacién como se describe en la presente;
preferiblemente KS esta seleccionada del grupo que consiste en -H (hidrégeno), -POsH,
-alquilo (C1-Cap), -alquil (C1-C10)-SO3zH, -alquil (C2-Ci0)-CO2H, -alquil (C2-Ci0)-OH,
- alquil (C2-C10)-NHz, -alquil (C2-C10) -NH-alquilo (C1-Cs3) y -alquil (C2-C10)-N(alquilo (Cs-
Cs))2; mas preferiblemente KS es H; y

p es un entero en el rango de 1 a 100.

N | Yy
[00237] El entero p indica el nimero de unidades de repeticion en la

segunda unidad de polietilenglicol. EIl entero p puede estar en el rango de 1 a 100.
Preferiblemente, p esta en el rango de 2 a 50. Mas preferiblemente, p esta en el rango de 3
a 45. Aun mas preferiblemente, p esta en el rango de 4 a 40. Aun mas preferiblemente, p
estd en el rango de 6 a 35. Incluso mas preferiblemente, p esta en el rango de 8 a 30. En
formas de realizacibn preferidas, p es 12 o aproximadamente 12. Incluso mas
preferiblemente, p esta en el rango de 16 a 30. Incluso mas preferiblemente, p esta en el
rango de 20 a 28. Incluso mas preferiblemente, p es 22, 23, 24, 25 0 26. Incluso mas
preferiblemente, p es 23, 24 o 25. En formas de realizacion preferidas, p es 24 o

aproximadamente 24.

[00238] En la segunda unidad de polietilenglicol, el entero p puede estar en el rango de
1 a 20. Preferiblemente, p estd en el rango de 2 a 12. Mas preferiblemente, p esta en el rango
de 3all.

[00239] En general, en la segunda unidad de polialquilenglicol RF, (preferiblemente,
segunda unidad de polietilenglicol), pueden utilizarse polialquilenglicoles polidispersos
(preferiblemente, polietilenglicoles polidispersos), polialquilenglicoles monodispersos
(preferiblemente,  polietilenglicol  monodisperso), y polialquilenglicoles  discretos
(preferiblemente, polietilenglicoles discretos). Los polialquilenglicoles polidispersos
(preferiblemente, polietilenglicoles polidispersos) son una mezcla heterogénea de tamafos y
pesos moleculares, mientras que los polialquilenglicoles monodispersos (preferiblemente,
polietilenglicoles monodispersos) estan tipicamente purificados a partir de mezclas
heterogéneas y en consecuencia proporcionan una uUnica longitud de cadena y peso

molecular. Las segundas unidades de polialquilenglicol preferidas son polialquilenglicoles
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discretos (preferiblemente, polietilenglicoles discretos), es decir compuestos que son
sintetizados de manera en etapas y no mediante un proceso de polimerizacion. Los
polialquilenglicoles discretos (preferiblemente, polietilenglicoles discretos) proporcionan una

Gnica molécula con longitud de cadena definida y especificada.

[00240] La segunda unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de
polietilenglicol) proporcionada en la presente comprende una o mdultiples cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol). Las cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) pueden estar unidas entre si,
por ejemplo, en una configuracion lineal, ramificada o con forma de estrella. Opcionalmente,
al menos una de las cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de
polietilenglicol) puede estar derivatizada en un extremo para union covalente a M en el grupo
Z.

[00241] La segunda unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de
polietilenglicol) estara unida al conjugado (o intermediario del mismo) en M en el grupo Z. El
otro extremo (o0 extremos) de la segunda unidad de polialquilenglicol (preferiblemente,
segunda unidad de polietilenglicol) estara libre y sin ligaduras y puede tomar la forma de un
hidrégeno, metoxi, acido carboxilico, alcohol u otro grupo funcional adecuado, tal como por ej.
cualquier segundo grupo de terminacion como se describe en la presente. El metoxi, acido
carboxilico, alcohol u otro grupo funcional adecuado actia como una terminacién para la
subunidad de polialquilenglicol terminal (preferiblemente, subunidad de polietilenglicol) de la
segunda unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol). Por
“sin ligaduras”, se quiere significar que la segunda unidad de polialquilenglicol
(preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) no estara unida en ese sitio sin ligaduras
a una fraccién de camptotecina (C), a una molécula de union a receptor, 0 a un componente
del enlazador (L) que une una fraccién de camptotecina y/o una molécula de unioén a receptor.
Para aquellas formas de realizacion en donde la segunda unidad de polialquilenglicol
(preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) comprende mas de una cadena de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadena de polietilenglicol), las multiples cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) pueden ser las mismas o
diferentes fracciones quimicas (por ej. polialquilenglicoles, en particular polietilenglicoles, de
diferente peso molecular o nimero de subunidades). Las mdltiples segundas cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, segundas cadenas de polietilenglicol) estan unidas a M en
el grupo Z en un Unico sitio de unién. La persona experta comprendera que la segunda unidad

de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) ademas de
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comprender subunidades de polialquilenglicol repetidas (preferiblemente, subunidades de
polietilenglicol) pueden contener también material distinto de polialquilenglicol
(preferiblemente, material distinto de polietilenglicol) (por €j. para facilitar el acoplamiento de
multiples cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) entre si o
para facilitar el acoplamiento a M en el grupo Z. Material distinto de polialquilenglicol
(preferiblemente, material distinto de polietilenglicol) se refiere a los atomos en la segunda
unidad de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) que no son
parte de las subunidades de alquilenglicol repetidas (preferiblemente, subunidades
- CH,CH,0O-). En las formas de realizacion proporcionadas en la presente, la segunda unidad
de polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) pueden comprender
dos cadenas de polialquilenglicol monoméricas (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol)
unidas entre si mediante elementos no polialquilenglicol (preferiblemente, no polietilenglicol).
En otras formas de realizacion proporcionadas en la presente, la segunda unidad de
polialquilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) puede comprender dos
cadenas de polialquilenglicol lineales (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) unidas a
un nucleo central que esta unido a M en el grupo Z (es decir la unidad de polialquilenglicol
(preferiblemente, unidad de polietilenglicol) es ramificada).

[00242] Existe un nimero de métodos de unién de polialquilenglicol (preferiblemente,
polietilenglicol) disponibles para aquellos expertos en el arte, [ver, por ej. EP 0 401 384
(acoplamiento de PEG tao G-CSF); U.S. Pat. N° 5.757.078 (PEGilacion de péptidos EPO);
U.S. Pat. N° 5.672.662 (Polietilenglicol) y polimeros monosustituidos relacionados con acidos
propidnico y butanoico y derivados funcionales de los mismos para aplicaciones biotécnicas);
U.S. Pat. N° 6.077.939 (PEGilaciébn de un N- terminal .alfa.-carbono de un péptido); y
Veronese (2001) Biomaterials 22:405-417 (Review article on peptide and protein PEGylation)].

[00243] Por ejemplo, polialquilenglicol (preferiblemente, polietilenglicol) puede estar
covalentemente unido a residuos aminoacidos mediante un grupo reactivo. Los grupos
reactivos son aquellos a los cuales puede unirse una molécula de polialquilenglicol
(preferiblemente, molécula de polietilenglicol) activada (por ej. un grupo amino o carboxilo
libres). Por ejemplo, residuos aminoacidos N-terminales y residuos lisina (K) tienen un grupo
amino libre; y residuos aminoacidos C-terminales tienen un grupo carboxilo libre. También
pueden utilizarse grupos sulfhidrilo (por ej. como se hallan en residuos cisteina) como un
grupo reactivo para unir polialquilenglicol (preferiblemente, polietilenglicol). Ademas, se han
descripto métodos asistidos por enzimas para introducir grupos activados (por ej. grupos

hidrazida, aldehido, y amino-aromaticos) especificamente en el extremo C-terminal de un
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polipéptido (ver Schwarz, et al. (1990) Methods Enzymol. 184:160; Rose, et al. (1991)
Bioconjugate Chem. 2: 154; y Gaertner, et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:7224].

[00244] En algunas formas de realizacion, al menos una de las cadenas de
polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol) que constituyen la segunda
unidad de polialguilenglicol (preferiblemente, segunda unidad de polietilenglicol) puede ser
funcionalizada de modo que pueda unirse a M en el grupo Z, o a la unidad conectora paralela
L" en el grupo Z cuando M es un enlace. La funcionalizacién puede ser, por ejemplo, mediante
una amina, tiol, éster NHS, alquino, azida, carbonilo, u otro grupo funcional. La unidad de
polialquilenglicol (preferiblemente, unidad de polietilenglicol) puede comprender ademas
material distinto de polialquilenglicol (preferiblemente, material distinto de polietilenglicol, es
decir material que no comprende -CH>CH-0O-) para facilitar el acoplamiento a M en el grupo Z
0 a la unidad conectora paralela, cuando M es un enlace, o para facilitar el acoplamiento de
dos o0 méas cadenas de polialquilenglicol (preferiblemente, cadenas de polietilenglicol).

[00245] En formas de realizacion preferidas, la segunda unidad de polialquilenglicol,
mas preferiblemente la segunda unidad de polietilenglicol, esté directamente unida a M en el
grupo Z. En estas formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol,
preferiblemente segunda unidad de polietilenglicol, no comprende un grupo funcional para
unién a M en el grupo Z, es decir M esta directamente unida a un atomo de carbono de la
segunda unidad de polialquilenglicol, méas preferiblemente a un CH; de la segunda unidad de
polietilenglicol. Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacién M no es un

enlace.

[00246] En un grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
comprende al menos 1 subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2 subunidades
de alquilenglicol, mas preferiblemente al menos 3 subunidades de alquilenglicol, alin mas
preferiblemente al menos 4 subunidades de alquilenglicol, ain mas preferiblemente al menos
6 subunidades de alquilenglicol, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de
alquilenglicol. En algunas de dichas formas de realizacion, la segunda unidad de
polialquilenglicol comprende no méas de aproximadamente 100 subunidades de alquilenglicol,
preferiblemente no mas de aproximadamente 50 unidades de alquilenglicol, mas
preferiblemente no mas de aproximadamente 45 subunidades de alquilenglicol, mas
preferiblemente no mas de aproximadamente 40 subunidades de alquilenglicol, mas
preferiblemente no mas de aproximadamente 35 subunidades, incluso mas preferiblemente

no mas de aproximadamente 30 subunidades de alquilenglicol. En una cualquiera de estas
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formas de realizacion, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de
alquilenglicol como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas
formas de realizacién, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que
WY
tienen la siguiente estructura: . Preferiblemente, cuando cada subunidad
de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de

realizacién la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol.

[00247] En un grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
comprende una o méas cadenas de polialquilenglicol lineales teniendo cada una al menos 1
subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2 subunidades de alquilenglicol, mas
preferiblemente al menos 3 subunidades de alquilenglicol, aun mas preferiblemente al menos
4 subunidades de alquilenglicol, aun mas preferiblemente al menos 6 subunidades de
alquilenglicol, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de alquilenglicol. En
formas de realizacion preferidas, la segunda unidad de polialquilenglicol comprende un total
combinado de al menos 1 subunidad de alquilenglicol, preferiblemente al menos 2
subunidades de alquilenglicol, mas preferiblemente al menos 3, ain mas preferiblemente al
menos 4, aun mas preferiblemente al menos 6, o incluso mas preferiblemente al menos 8
subunidades de alquilenglicol. En algunas de dichas formas de realizacién, la segunda unidad
de polialquilenglicol comprende no mas de un total combinado de aproximadamente 100
subunidades de alquilenglicol, preferiblemente no mas de un total combinado de
aproximadamente 50 subunidades de alquilenglicol, méas preferiblemente no mas de un total
combinado de aproximadamente 45 subunidades, ain mas preferiblemente no mas de un
total combinado de aproximadamente 40 subunidades, ain mas preferiblemente no mas de
un total combinado de aproximadamente 35 subunidades, incluso més preferiblemente no
mas de un total combinado de aproximadamente 30 subunidades. En una cualquiera de estas
formas de realizacion, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de
alquilenglicol como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas
formas de realizacién, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que
%Z/\/O\;f
tienen la siguiente estructura: . Preferiblemente, cuando cada subunidad
de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de
realizacion la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol

gue comprende una 0 mas cadenas de polietilenglicol lineales.
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[00248] En otro grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
comprende un total combinado desde 1 a 100, preferiblemente desde 2 a 50, mas
preferiblemente desde 3 a 45, aun mas preferiblemente desde 4 a 40, aln mas
preferiblemente desde 6 a 35, incluso mas preferiblemente desde 8 a 30 subunidades de
alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion, cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la siguiente estructura:
771/\/0\;5

. Preferiblemente, cuando cada subunidad de alquilenglicol es una
subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacién la segunda unidad
de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol.

[00249] En otro grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
comprende una o mas cadenas de polialquilenglicol lineales que tienen un total combinado
desde 1 a 100, preferiblemente 2 a 50, mas preferiblemente 3 a 45, aun mas preferiblemente
4 a 40, aun mas preferiblemente 6 a 35, incluso mas preferiblemente 8 a 30 subunidades de
alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion, cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la siguiente estructura:
?E/\/O\f

. Preferiblemente, cuando cada subunidad de alquilenglicol es una
subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacion la segunda unidad
de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol que comprende una o mas

cadenas de polietilenglicol lineales.

[00250] En otro grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
es una cadena de polialquilenglicol Unica lineal que tiene al menos 1 subunidad,
preferiblemente al menos 2 subunidades, mas preferiblemente al menos 3 subunidades, adn
mas preferiblemente al menos 6 subunidades, incluso mas preferiblemente al menos 8
subunidades. En una cualquiera de estas formas de realizacién, la subunidad de alquilenglicol
puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol como se describe en la presente.
Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacién, cada subunidad de

alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la siguiente estructura:
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L
. Preferiblemente, cuando cada subunidad de alquilenglicol es una
subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de realizacion la segunda unidad
de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol que es una cadena de
polietilenglicol lineal tnica. Opcionalmente, en una cualquiera de estas formas de realizacion

la cadena de polialquilenglicol lineal Gnica puede estar derivatizada.

[00251] En otro grupo de formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol
es una cadena de polialquilenglicol Gnica lineal que tiene de 1 a 100, preferiblemente 2 a 50,
mas preferiblemente 3 a 45, més preferiblemente 4 a 40, més preferiblemente 6 a 35, mas
preferiblemente 8 a 30 subunidades de alquilenglicol. En una cualquiera de estas formas de
realizacion, la subunidad de alquilenglicol puede ser cualquier subunidad de alquilenglicol
como se describe en la presente. Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de
realizacién, cada subunidad de alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol que tienen la
771/\/0\3;
siguiente estructura: . Preferiblemente, cuando cada subunidad de
alquilenglicol es una subunidad de etilenglicol, en una cualquiera de estas formas de
realizacién la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda unidad de polietilenglicol
gue es una cadena de polietilenglicol lineal tnica. Opcionalmente, en una cualquiera de estas

formas de realizacion la cadena de polialquilenglicol lineal Unica puede estar derivatizada.
[00252] Las unidades de polietilenglicol lineales a modo de ejemplo que pueden
utilizarse como segunda unidad de polialquilenglicol, en particular como una segunda unidad

de polietilenglicol, en una cualquiera de las formas de realizacién provistas en la presente son

como sigue:
—g-RZO—(CHZCHZO)n—R”
—3—RZ—(CH,CH,0)y—R%= (CH,CH,0);,—R?'

—8—R20—(CH,CH;0)y —R%— (CH,CH,0),—R?'

C

en donde la linea ondulada indica el sitio de uniéon a M en el grupo Z;
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R?° es una unidad de unién a PEG; preferiblemente, R% esta ausente; mas preferiblemente,
M no es un enlace;

R?! es una unidad de terminacién de PEG (en la presente, R?! también esta indicado como
K),

R?2 es una unidad de acoplamiento de PEG (es decir para acoplar multiples cadenas de
subunidades PEG en conjunto;

n esta independientemente seleccionada de 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, mas
preferiblemente de 3 a 45, mas preferiblemente de 4 a 40, aun mas preferiblemente de 6 a
35, incluso mas preferiblemente de 8 a 30;

ees2ab;

cada n’ est4 independientemente seleccionada de 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, mas
preferiblemente de 3 a 45, méas preferiblemente de 4 a 40, ain mas preferiblemente de 6 a
35, incluso més preferiblemente de 8 a 30. En formas de realizacion preferidas, hay al menos
1, preferiblemente al menos 2, mas preferiblemente al menos 3, més preferiblemente al menos
4, més preferiblemente al menos 6, incluso mas preferiblemente al menos 8 subunidades de
etilenglicol en la unidad de polietilenglicol. En algunas formas de realizacion, no hay méas de
100, preferiblemente no mas de 50, méas preferiblemente no mas de 45, mas preferiblemente
no més de 40, més preferiblemente no mas de 35, incluso més preferiblemente no mas de 30
subunidades de etilenglicol en la unidad de polietilenglicol. Cuando R?° esta ausente, una
subunidad (CH.CH>0) esta directamente unida a M en el grupo Z; mas preferiblemente, en

dichas formas de realizacion M no es un enlace.

[00253] Preferiblemente, la unidad de polietilenglicol lineal es

—g-Rzo—(CHZCHZO)n—Rm

en donde la linea ondulada indica el sitio de unién a M en el grupo Z; R?°, R% (también indicado
en la presente como “K®”) y n son como se define en la presente; mas preferiblemente R
esta ausente; aun mas preferiblemente, M no es un enlace. En formas de realizacién
preferidas, n es 12 o aproximadamente 12. En formas de realizacién preferidas, n es 24 o

aproximadamente 24. Preferiblemente, R?! es H.

[00254] La unidad R?° de unién a polietilenglicol, cuando esta presente, es parte de la
segunda unidad de polietilenglicol y actta para ligar la segunda unidad de polietilenglicol a M.

En estas formas de realizacion, preferiblemente M no es un enlace y forma un enlace con la
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segunda unidad de polietilenglicol. En formas de realizacion a modo de ejemplo, la unidad
R?° de unién a PEG, cuando esta presente, esta seleccionada del grupo que consiste en *-
C(0)-#, *-S(0)-#, *-C(0)0-#, *-C(0)-alquilo (C1-C1o) -#, *-C(0O)-alquil (C1-C10)-O-#, *>-C(O)-alquil
(C1-C10)-CO2-#, *-C(O)-alquil (C1-C10)-NH-#, *-C(0O)-alquil (C1-Ci0)-S-#; *-C(O)-alquil (C1-Cio)-
C(0O)-NH-#; *-C(0O)-alquil (C1-C10)-NH-C(0)-*; -alquil (C1-C10)-*, *-alquil (C1-C10)-O-*, *-alquil
(C1-C10)-C(0O)-#, *-alquil (C1-C10)-C(O)O-*, *-alquil (C1-C10)-NH-#, *-alquil (C1-C10)-S-#, *-alquil
(C1-C10)-C(O)-NH- #, *-alquil (C1-C10)-NH-C(O)-#, y *-CH,-CH,S0:-alquil (C1-Cio)-#, *-CHa-
C(O)-alquil (C1-C10)-*; en donde * indica el punto de unién a M en el grupo Z, y # indica el

punto de unién a una unidad de etilenglicol.

[00255] La unidad R?? de acoplamiento de PEG, cuando esta presente, es parte de la
segunda unidad de polietilenglicol y es material distinto de PEG que actlia para conectar dos
0 més cadenas de subunidades -CH>,CH,O- en repeticion. En formas de realizacién a modo
de ejemplo, la unidad de acoplamiento de PEG R?, cuando estd presente, esta
independientemente seleccionada del grupo que consiste en *-alquil (Ci-Ci0)-C(O)-NH-#,
*- alquil (C1-C10)-NH-C(0)-#, *-alquil (C2-C10)-NH-*, *-alquil (C2-Ca10)-O-*, *-alquil (C1-C10)-S-#, 0
*-alquil (C2-C10)-NH-#; en donde * indica el punto de unién a un atomo de oxigeno de una
subunidad de etilenglicol, y # indica el punto de unién a un &omo de carbono de otra
subunidad de etilenglicol.

[00256] El grupo R?, también indicado en la presente como “K®”, en formas de
realizacién a modo de ejemplo es H (hidrégeno), o puede ser un grupo de terminacién, como
se describe en la presente; preferiblemente, R esta independientemente seleccionado del
grupo que consiste en -H, -POsH, -alquilo (C1-C1p), -alquil (C1-C10)-SOsH, -alquil (C2-Cio)-
CO:zH, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NHs>, -alquil (C2-C10)-NH-alquilo (C1-Cs) y -alquil (C»-
C10)-N(alquilo (C1-C3))2. En algunas formas de realizacion R?! puede ser -alquilo (C1-C1o), €n

particular metilo. Mas preferiblemente R?! es H.

[00257] Segundas unidades de polietilenglicoles lineales ilustrativas, que pueden
utilizarse como segundas unidades de polialquilenglicol en una cualquiera de las formas de

realizacién provistas en la presente, son como sigue.

83— (CH,CH,,0),—CH,CH,CO,H

?—(CH »,CH,0),—CH,CH,C(=0O)NH—(CH,CH,0)—CH,CH,CO,H
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i
3—C—(CH,CH,0),—CHj

8—(CH,CH,0),—CH; . y

83— (CH,CH,0),—CH,CH,NH—(CH,CH,0)—CH,CH,CO,H

en donde la linea ondulada indica el sitio de uniéon a M en el grupo Z; preferiblemente, M no
es un enlace; y cada n es desde 1 a 100, preferiblemente de 2 a 50, méas preferiblemente de
3 a 45, aun mas preferiblemente de 4 a 40, ain mas preferiblemente de 6 a 35, incluso mas
preferiblemente de 8 a 30. En algunas formas de realizacion, n es aproximadamente 12. En

algunas formas de realizacion, n es aproximadamente 24.

[00258] En algunas formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol es
desde aproximadamente 300 daltons a aproximadamente 5 kilodaltons; desde
aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 4 kilodaltons; desde aproximadamente
300 daltons, a aproximadamente 3 kilodaltons; desde aproximadamente 300 daltons, a
aproximadamente 2 kilodaltons; o desde aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente
1 kilodalton. En algunos de dichos aspectos, la segunda unidad de polialquilenglicol tiene al
menos 6 subunidades de alquilenglicol o al menos 8 subunidades de alquilenglicol. En
algunos de dichos aspectos, la segunda unidad de polialquilenglicol puede tener al menos 6
subunidades de alquilenglicol o al menos 8 subunidades de alquilenglicol pero no mas de 100
subunidades de alquilenglicol, preferiblemente no mas de 50 subunidades de alquilenglicol.
En algunas formas de realizacion, la segunda unidad de polialquilenglicol es una segunda
unidad de polietilenglicol que es desde aproximadamente 300 daltons a aproximadamente 5
kilodaltons; desde aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 4 kilodaltons; desde
aproximadamente 300 daltons, a aproximadamente 3 kilodaltons; desde aproximadamente
300 daltons, a aproximadamente 2 kilodaltons; o desde aproximadamente 300 daltons, a
aproximadamente 1 kilodalton. En algunos de dichos aspectos, la segunda unidad de
polietilenglicol puede tener al menos 6 subunidades de etilenglicol o al menos 8 subunidades
de etilenglicol. En algunos de dichos aspectos, la segunda unidad de polietilenglicol puede
tener al menos 6 subunidades de etilenglicol o al menos 8 subunidades de etilenglicol pero no
més de 100 subunidades de etilenglicol, preferiblemente no mas de 50 subunidades de

etilenglicol.
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[00259] En algunas formas de realizacion, cuando una segunda unidad de
polialquilenglicol RS esta presente, no hay otras subunidades de alquilenglicol presentes en el
conjugado de la Férmula (1) (es decir ninguna subunidad de alquilenglicol esta presente en
cualquiera de los otros componentes del conjugado, tal como por €j. en el grupo R* o en otra
parte del enlazador L como se proporciona en la presente). En otros aspectos, cuando una
segunda unidad de polialquilenglicol RS esta presente, no hay mas de 8, no mas de 7, no mas
de 6, no mas de 5, no mas de 4, no mas de 3, no mas de 2 o no mas de 1 de otras subunidades
de alquilenglicol presentes en el conjugado de la Férmula (l) (es decir no mas de 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2, 0 1 de otras subunidades de alquilenglicol estan presentes en otros componentes del
conjugado, tal como por €j. en el grupo R* o en otra parte del enlazador L como se proporciona
en la presente).

[00260] Preferiblemente, en otras formas de realizacion, cuando una segunda unidad
de polialquilenglicol RS esta presente, el conjugado comprende ademas una primera unidad
de polialquilenglicol RF como R, como se describe en la presente. Preferiblemente, cuando
RS es una segunda unidad de polietilenglicol y el conjugado comprende ademas una primera
unidad de polialquilenglicol RF, la primera unidad de polialquilenglicol es una primera unidad
de polietilenglicol, como se describe en la presente.

[00261] Se apreciara que cuando se hace referencia a subunidades de alquilenglicol,
en particular subunidades de etilenglicol, y dependiendo de contexto, el nimero de
subunidades puede representar un nimero promedio, por ej. cuando se hace referencia a una
poblacion de conjugados o compuestos intermediarios, y se utilizan polialquilenglicoles

polidispersos, en particular polietilenglicoles polidispersos.

Enlazador *—A,—Wu—B,—"**

[00262] En algunas formas de realizacion, el enlazador L tiene la formula: *~Aa—Wu—

B,—*, en donde: —A- es una segunda unidad espaciadora, como se describe en la presente;
a es 0 0 1; cada —W- es independientemente un aminoacido; w es independientemente un
entero en el rango de 0 a 12; —B— es una primera unidad espaciadora; y b es 0 0 1; * indica el
punto de union a -Y-; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina. En la
presente, la notacion “W,,”, o —“W,~"“, o lo similar, es decir la combinacién de W y el entero
asociado w, también estd indicada como “unidad de amino&cidos”. Los ejemplos de
adecuadas segunda unidad espaciadoras, unidad de aminoécidos y primeras unidades
espaciadoras se describen, por ej. en WO 2004/010957 A2.
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[00263] En el enlazador que tiene la estructura *~A.—W.,—B,—*, la segunda unidad
espaciadora sirve para conectar -Y- a la unidad de aminoéacidos -W,-. La segunda unidad
espaciadora (—A-) puede ser cualquier segunda unidad espaciadora como se describe en la
presente. Cuando esta presente, la segunda unidad espaciadora (-A-) puede ser cualquier
grupo o fraccidbn quimica que es capaz de unir -Y- a la unidad de aminoéacidos.
Alternativamente, la segunda unidad espaciadora puede ligar -Y- a la primera unidad
espaciadora, en caso de que ninguna unidad de aminoacidos esté presente.
Alternativamente, la segunda unidad espaciadora puede ligar -Y- a la fraccion de
camptotecina (-C), en caso de que ninguna unidad espaciadora y ninguna unidad de
aminoacidos estén presentes. En este sentido, -Y-, como se describe en la presente, esta
unida a la segunda unidad espaciadora (—A-). La segunda unidad espaciadora (—A-) puede
comprender o puede ser un grupo funcional que es capaz de formar un enlace con una unidad
de aminoéacidos (-Ww—), 0 con una primera unidad espaciadora (—B-), o con una fraccion de
camptotecina (-C), dependiendo de si una unidad de aminoéacidos (—Ww—) y/o0 una primera
unidad espaciadora (—B-) esta presente o no. Preferiblemente, el grupo funcional, que es
capaz de formar un enlace con una unidad de aminoacidos (-Ww~), en particular con el
extremo N-terminal de la unidad de aminoacidos, o con una primera unidad espaciadora
(-B-), o con una fraccion de camptotecina (-C), es un grupo carbonilo que esta representado
C=0
como, por ej. / 0 -C(0O)-. El entero a asociado con la segunda unidad espaciadora puede
ser 0 0 1. Preferiblemente, el entero a es 1. Alternativamente, en otras formas de realizacion

la segunda unidad espaciadora esta ausente (a = 0).

[00264] En el enlazador *~A,—W,.—By—**, la segunda unidad espaciadora -A-, cuando
estd presente, puede ser cualquier segunda unidad espaciadora como se describe en la
presente. En formas de realizacién preferidas del enlazador *~A.—W.—By—*, la segunda

unidad espaciadora -A-, cuando esta presente (a = 1), puede ser un grupo Z que tiene la

\I|VI\/R§ s* \(Qs*
g en donde g

LP LP

estructura g g es como se define en la presente.

En concordancia, en formas de realizacion preferidas, el enlazador (L) puede tener la
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Rxs*

T e

se define en la presente; * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la

estructura , en donde LP, RS, s*, M, W, w, By b son como

fraccion de camptotecina (-C).

[00265] La unidad de aminoacidos (-Ww—), cuando estid presente, puede ligar la
segunda unidad espaciadora A a la primera unidad espaciadora B en el caso de que la primera
unidad espaciadora esté presente. Alternativamente, la unidad de aminoé&cidos puede ligar la
segunda unidad espaciadora a la fraccion de camptotecina (C) en el caso de que la primera
unidad espaciadora esté ausente. Alternativamente, la unidad de aminoacidos puede ligar Y
a la primera unidad espaciadora en caso de que la segunda unidad espaciadora esté ausente.
Alternativamente, la unidad de aminoacidos puede ligar Y a la fraccion de camptotecina en el

caso de que la primera unidad espaciadora y la segunda unidad espaciadora estén ausentes.

[00266] La unidad de amino&cidos -W,- puede ser un dipéptido (w = 2), un tripéptido (w
= 3), un tetrapéptido (w = 4), un pentapéptido (w = 5), un hexapéptido (w = 6), un heptapéptido
(w = 7), un octapéptido (w = 8), un nonapéptido (w = 9), un decapéptido (w = 10), un
undecapéptido (w = 11) o un dodecapéptido (w = 12).

[00267] En algunas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos puede comprender
aminoacidos naturales. En algunas formas de realizacion, la unidad de amino&cidos puede

comprender aminoécidos no naturales.

[00268] En una cualquiera de las formas de realizacion descriptas en la presente, cada
aminodcido de la unidad de aminoacidos, excepto para los aminoacidos que no son quirales
tal como por €j. glicina, puede estar independientemente en la configuracibn L o en la
configuracién D. Preferiblemente, en una cualquiera de las formas de realizacién descriptas
en la presente cada aminoacido de la unidad de aminoacidos, excepto para los aminoacidos
gue no son quirales tal como por ej. glicina, estd en la configuraciéon L (es decir en la

configuracion natural).

[00269] Preferiblemente, cuando una segunda unidad espaciadora (-A-) esta presente,

en una cualquiera de las formas de realizacion descriptas en la presente el extremo N-terminal
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de la unidad de amino&cidos -W.- est4 unido a la segunda unidad espaciadora (A), mas
preferiblemente mediante un grupo carbonilo de la segunda unidad espaciadora.
Preferiblemente, en una cualquiera de las formas de realizacion descriptas en la presente, el
extremo C-terminal de la unidad de aminoacidos -Wy- esta unido a una primera unidad
espaciadora (B) en el caso de que una primera unidad espaciadora esté presente.
Alternativamente, en una cualquiera de las formas de realizacidén descriptas en la presente, el
extremo C-terminal de la unidad de aminoacidos -Wy- puede estar unido a la fraccién de
camptotecina (-C) en el caso de que una primera unidad espaciadora esté ausente. En otras
formas de realizacion, el extremo N-terminal de la unidad de aminoacidos -W,- puede estar
unido a la primera unidad espaciadora (B), cuando esta presente, y el extremo C-terminal

puede estar unido a la segunda unidad espaciadora A, cuando esta presente.

[00270] En algunas formas de realizacién, w puede ser 1 o 2. Preferiblemente, la
unidad de aminoacidos W, es un dipéptido (w = 2). En el dipéptido cada aminoacido

independientemente puede tener la formula indicada a continuacion en los corchetes:
CH,

o] l o

: 18

ZT

en donde R?® es hidrégeno, metilo, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, bencilo, p-hidroxibencilo,
- CH,OH, -CH(OH)CHs;, -CH2CH;SCH3;, -CH;CONH,;, -CH,COOH, -CH2CH>CONH,
- CH2,CH>,COOH, -(CH2)sNHC(=NH)NH, -(CH2)sNH,, -(CH2)sNHCOCHS;, -(CH2)sNHCHO,
- (CH2)sNHC(=NH)NH2, -(CH2)sNH2, -(CH2)saNHCOCHS3, -(CH2)sNHCHO, -(CH2)sNHCONH;,
- (CH2)4sNHCONH,, -CH,CH>;CH(OH)CH:NH,, 2-piridilmetilo, 3-piridilmetilo, 4-piridilmetilo,

fenilo, ciclohexilo,
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[00271] La unidad de amino&cidos puede ser escindida enziméaticamente por una 0 mas
enzimas, incluyendo pero no limitadas a, una proteasa asociada a tumor, preferiblemente una
catepsina, mas preferiblemente catepsina B, para liberar la fraccion de camptotecina (-C), la
cual en una forma de realizacion es protonada in vivo tras la liberacion para proporcionar una
fraccion de camptotecina libre (C). Unidades -W.- ilustrativas estan representadas por la

formula (V).
[00272] En concordancia, la unidad -Wy- puede ser un dipéptido de la formula (VII):

%

R?0 0 (VID)

en donde R y R?! son como sigue:

0 R?!

“‘{H

=
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R20 R21

bencilo (CHZ)4NH,;
metilo (CHg)4NH;
isopropilo (CH2)4NH;
isopropilo (CHg);NHCONH,;
bencilo {CH3)3sNHCONH,;
isobutilo {CH3)3NHCONH,;
sec-butilo {CH5);NHCONH,;
5 {CHg)3NHCONH,;
~CH.
o)
N
H
bencilo metilo; v
bencilo {CHg)sNHC(=NH)NH;
[00273] Las unidades de aminoacidos a modo de ejemplo incluyen, pero no estan

limitadas a, unidades de la férmula (VII) en donde: R?° es bencilo y R es -(CH2)sNH: (Phe-
Lys); R es isopropilo y R# es -(CH.)sNH. (Val-Lys); R?® es isopropilo y R* es
- (CH2)sNHCONH: (Val-Cit).

[00274] Pueden disefiarse unidades -W,- Utiles y optimizarse en su selectividad para la
escisién enzimatica por una enzima particular, por ejemplo, una proteasa asociada a tumor.
En una forma de realizacién, una unidad -W,- es aquella cuya escisién es catalizada por
catepsina B, C y/o D, o una plasim proteasa (“proteasas asociadas a tumor”). Preferiblemente,
la unidad -W,- es escindida por catepsina B. Se describen enlazadores adecuados, que
pueden ser escindidos por una proteasa por ej. en G.M. Dubowchik et al., “Catepsina B-Labile
Dipeptide Linkers for Lysosomal Release of Doxorubicin from Internalizing Immunoconjugates;
Model Studies of Enzymatic Drug Release y Antigen-Specific In Vitro Anticancer Activity”,
Bioconjugate Chem., Vol. 13, No. 4, 2002, 855-869; S.C. Jeffrey et al., “Dipeptide-based highly
potent doxorubicin antibody conjugate”, Bioorg. Med. Chem. Lett. 16 (2006), 358-362; y M.S.
Kung Sutherland et al., “SGN-CD33A: a novel CD33-targeting antibody-drug conjugate using
a pyrrolobenzodiazepine dimer is active in models of drug-resistant AML”, Blood, 22 de agosto
de 2013, volumen 122, nimero 8, 1455-1463.

[00275] Cuando R?®, R? o R?! son distintos de hidrégeno, el atomo de carbono al cual
estan unidos R'°, R® o R? es quiral. Cada atomo de carbono al cual R'®, R?° o0 R?! estan
unidos puede estar independientemente en la configuracion (S) o (R). Preferiblemente, cada
atomo de carbono al cual R*, R* o R* estan unidos, cuando es quiral, estad en la

configuracion (S).
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[00276] En una forma de realizacion preferida, la unidad de aminoéacidos es valina-
citrulina (es decir Val-Cit o VC). En otra forma de realizacion preferida, la unidad de
aminodcidos es valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). En otra forma de realizacién preferida,
la unidad de aminoacidos es alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA). En otra forma de
realizacién preferida, la unidad de aminoacidos es fenilalanina-lisina (es decir Phe-Lys o FK).
Dichos enlazadores son ejemplos ilustrativos de un enlazador que puede ser escindido por

una proteasa, tal como por €j. catepsina B.

[00277] La notacién de los péptidos utilizados en la presente a lo largo de esta
descripcién siguen la nomenclatura convencional. En concordancia, el extremo N-terminal de
un péptido esta escrito a la izquierda, y el extremo C-terminal del péptido esta escrito a la
derecha. Como un ejemplo ilustrativo pero no limitante, en el dipéptido valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), la valina tiene el extremo N-terminal, y la citrulina tiene el extremo C-
terminal. Preferiblemente, en una cualquiera de las formas de realizacién descriptas en la
presente, cuando una segunda unidad espaciadora (-A-) esta presente, el extremo N-terminal
de un péptido, tal como por €j. de un dipéptido (como ejemplo ilustrativo no limitante: Val-Cit),
esta unido a la segunda unidad espaciadora (-A-), mas preferiblemente mediante un grupo
carbonilo de la segunda unidad espaciadora, y el extremo C-terminal del péptido esta unido a
una primera unidad espaciadora (-B-), en el caso de que una primera unidad espaciadora
(-B-) esté presente, o0 a la fraccion de camptotecina (-C) en el caso de que una primera unidad

espaciadora (-B-) esté ausente.

[00278] En aun otra forma de realizacion, la unidad de aminoacidos es N-metilvalina-
citrulina. En aun otra forma de realizacién, la unidad de aminoacidos esta seleccionada del
grupo que consiste en acido 5-aminovalérico, homofenilalanina-lisina,
tetraisoquinolincarboxilato-lisina, ciclohexilalanina-lisina, acido isonepecotico-lisina,

betaalanina-lisina, y acido isonepecatico.

[00279] Preferiblemente, la unidad de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del
grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala
o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-lisina (es decir Phe-Lys o FK).
Mas preferiblemente, la unidad de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y
fenilalanina-lisina (es decir Phe-Lys o FK). Aun maés preferiblemente, la unidad de

aminoacidos es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA).
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Incluso mas preferiblemente, la unidad de aminoécidos es valina-citrulina (es decir Val-Cit o
VC).

[00280] En algunas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos estéa seleccionada
del grupo que consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es
decir Leu-GIn o LQ), fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es
decir Thr-Thr o TT). Preferiblemente, la unidad de aminoacidos esta seleccionada del grupo
gue consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gin
o LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). Mas preferiblemente, la unidad de
aminodcidos es valina-glutamina (es decir Val-Gln o0 VQ) o leucina-glutamina (es decir Leu-
GIn 0 LQ). Los enlazadores que comprenden una unidad de amino&cidos de acuerdo con
estas formas de realizacion pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es
escindible, en particular por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).
Las unidades de aminoacidos de estas formas de realizacién y unidades de aminoacidos
adecuadas adicionales se describen, por ej. en Salomon et al.,, “Optimizing Lysosomal
Activation of Antibody-Drug Conjugates (ADCs) by Incorporation of Novel Cleavable Dipeptide
Linkers”, Mol. Pharmaceutics 2019, 16, 12, 4817-4825.

[00281] La primera unidad espaciadora (B), cuando esta presente, puede ligar una
unidad de aminoécidos (W) a la fraccién de camptotecina cuando una unidad de aminoacidos
esta presente. Alternativamente, la primera unidad espaciadora (B) puede ligar la segunda
unidad espaciadora (A) a la fraccion de camptotecina (C) cuando la unidad de aminoacidos
estd ausente. La primera unidad espaciadora puede ligar la fraccion de camptotecina a Y

cuando tanto la unidad de aminoacidos como la segunda unidad espaciadora estan ausentes.

[00282] El entero b puede ser 0 0 1. En formas de realizacion preferidas, el entero b es
1. Alternativamente, en otras formas de realizacion, el entero b es 0, y la primera unidad

espaciadora esta ausente.

[00283] La primera unidad espaciadora (—B—) puede ser de dos tipos generales:
autoinmolativa y no autoinmolativa. Una primera unidad espaciadora no autoinmolativa es
una en la cual parte o toda de la primera unidad espaciadora permanece unida a la fraccién
de camptotecina (C) después de la escision, particularmente enzimatica, de una unidad de
aminoacidos (-Ww—) del enlazador (L). Alternativamente, un compuesto a modo de ejemplo
gue contiene una primera unidad espaciadora autoinmolativa puede liberar una fraccion de

droga -D sin la necesidad de una etapa de hidrdlisis separada. En una forma de realizacién
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a modo de ejemplo, una primera unidad espaciadora autoinmolativa es un grupo PAB que
estd ligado a -W,- mediante el atomo de nitrdgeno amino del grupo PAB, y conectado
directamente a -D mediante un carbonato, carbamato u otro grupo. Sin estar ligados por una
teoria o0 mecanismo particular, el Esquema 2 ilustra un posible mecanismo de la liberacion de
droga de un grupo PAB que estd unido directamente a -D mediante un grupo carbamato o
carbonato expuesto por Toki et al. (2002) J Org. Chem. 67:1866-1872.

Esquema 2

Qnm
-|=
Lf‘,w,,__..w@ﬂ -
O

escision
enzimatica
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Qum ]
I

h =
NH
ety

|
O

o

l eliminacion 1,6

Droga

en donde Q es -alquilo (C:-Cg), -O-alquilo (C1-Cs), -haldégeno, -nitro o -ciano; m es un entero
en el rango de 0 a 4, preferiblemente m es 0, 1 0 2, mas preferiblemente m es 0 o 1, aun mas

preferiblemente m es O; y p esta en el rango de 1 a 20.
[00284] Sin estar ligados por una teoria 0 mecanismo particular, el Esquema 3 2 ilustra

un posible mecanismo de la liberacion de droga de un grupo PAB que esta unido directamente

a una fraccion de droga -D mediante un enlace éter o amina.
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Esgquema 3
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en donde Q es -alquilo (C1-Csg), -O-alquilo (C1-Cg), -halégeno,- nitro o -ciano; m es un entero
en el rango de 0 a 4, preferiblemente m es 0, 1 0 2, mas preferiblemente m es 0 0 1, aiin mas
preferiblemente m es 0; y p esta en el rango de 1 a 20.

[00285] Otros ejemplos de espaciadores autoinmolativos incluyen, pero no estan
limitados a, compuestos aroméaticos que son electronicamente similares al grupo PAB tales
como derivados de 2-aminoimidazol-5-metanol (Hay et al. (1999) Bioorg. Med. Chem. Lett.
9:2237) y orto o para-aminobencilacetales. Pueden utilizarse espaciadores que sufren
ciclizacion tras la hidrdlisis del enlace amida, tales como amidas del &cido 4-aminobutirico
sustituidas o no sustituidas (Rodrigues et al., Chemistry Biology, 1995, 2, 223), sistemas de
anillo biciclo[2.2.1] y biciclo[2.2.2] apropiadamente sustituidos (Storm, et al., J. Amer. Chem.
Soc., 1972, 94, 5815) y amidas de acido 2-aminofenilpropiénico (Amsberry, et al., J. Org.
Chem., 1990, 55, 5867). La eliminacién de drogas que contienen amina que estan sustituidas
en la posicion alfa de glicina (Kingsbury, et al., J. Med. Chem., 1984, 27, 1447) también son

ejemplos de espaciadores autoinmolativos Utiles en compuestos a modo de ejemplo.
[00286] En una forma de realizacion, la primera unidad espaciadora es una unidad de

bis(hidroximetil)estireno (BHMS) ramificada como se ilustra en el Esquema 4, que puede

utilizarse para incorporar y liberar multiples drogas (D).
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Esquema 4
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en donde Q es -alquilo (C1-Csg), -O-alquilo (C1-Cg), -halégeno,- nitro o -ciano; m es un entero
en el rango de 0 a 4; preferiblemente m es 0, 1 0 2; mas preferiblemente m es 0 0 1; aun mas
preferiblemente mes O; y pestdenelrangode 1al0;nes0o0 l;ypestaenelrangode 1 a
20.

[00287] En formas de realizacion preferidas, la primera unidad espaciadora esta

representada por la férmula (X):

en donde Q es -alquilo (C;-Csg), -O-alquilo (C1-Cs), -halégeno,- nitro o -ciano; y m es un entero
en el rango de 0 a 4; preferiblemente m es 0, 1 0 2; mas preferiblemente mes 0 0 1; en formas
de realizacion muy preferidas m es 0. Preferiblemente, cuando una unidad de aminoacidos
esta presente, en la férmula (X), el grupo NH esta unido a un extremo C-terminal de la unidad
de aminoécidos. Preferiblemente, en la férmula (X), el grupo C(O) esta unido a la fraccién de

camptotecina (C).

[00288] En formas de realizacion muy preferidas, la primera unidad espaciadora es un

grupo PAB que tienen la siguiente estructura:
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Preferiblemente, cuando una unidad de aminoacidos esta presente, el grupo NH esté unido a
una unidad de aminoé&cidos (-Ww-), mas preferiblemente a un extremo C-terminal de la unidad

de aminoacidos. Preferiblemente, el grupo C(O) esta unido a la fraccion de camptotecina (C).

[00289] En algunas formas de realizacion, el primer grupo espaciador (-B-) es una
“fraccion autoinmolativa” heterociclica de las Férmulas I, Il o Ill unida a la fraccién de
camptotecina e incorpora un grupo amida que tras la hidrélisis mediante una proteasa
intracelular inicia una reaccién que finalmente escinde la primera unidad espaciadora (-B-) de
la fraccion de camptotecina de modo que la droga es liberada del conjugado en una forma
activa. La fraccion enlazadora comprende ademas una unidad de aminoacidos (-Wy-)
adyacente al primer grupo espaciador (-B-) que es un sustrato para una enzima intracelular,
por ejemplo una proteasa intracelular tal como una catepsina (por ej. catepsina B), que
escinde el péptido en el enlace amido compartido con el primer grupo espaciador (-B-). Se
describen fracciones autoinmolativas heterociclicas por ej. en la WO 2019/236954.

[00290] En algunas formas de realizacion, la primera unidad espaciadora (-B-) es un

grupo autoinmolativo heterociclico seleccionado de las Formulas I, Il y IlI:

e
LT

‘%\ﬂ«

VW_ VZ

_QQ

en donde las lineas onduladas indican los sitios de unién covalente a la unidad de aminoacidos
-W.~ y la fracciéon de camptotecina, y en donde U es O, S 0 NR®% Q es CR* 0 N; Vi, V2y V3
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son independientemente CR* o N siempre que para las férmulas Il y lll al menos uno de Q, V*
y V2 sea N; T es O colgante de una fraccién de camptotecina (-C); R, R?, R® y R* estan
independientemente seleccionados del grupo que consiste en H, F, Cl, Br, I, OH, -N(R®)2,
- N(R%)s*, -haluro de alquilo (C:-Cs), carboxilato, sulfato, sulfamato, sulfonato, -SO:R5,
- S(=0)R?, -SR?®, -SO:N(R®),, -C(=0)R®, -COzR®, -C(=0O)N(R®)2, -CN, -N3, -NOg, -alcoxi (C1-Cs),
-alquilo (Ci-Csg)halosustituido, polietilenoxi, fosfonato, fosfato, -alquilo (Ci-Csg), -alquilo (Ci-
Cs)sustituido, -alquenilo (C2-Cs), -alquenilo (C2-Csg)sustituido, -alquinilo (C2-Cg), -alquinilo (Cz-
Cs)sustituido, -arilo (Ce-Ca0), -arilo (Cs-C2o)sustituido, -heterociclo (Cs-Czo), Y -heterociclo (Cs-
Cao)sustituido; o cuando se toman en conjunto, R? y R® forman un carbonilo (=0), o anillo
carbociclico espiro de 3 a 7 atomos de carbono; y R® y R® estan independientemente
seleccionados de H, -alquilo (C1-Cg), -alquilo (C:-Cs)sustituido, -alquenilo (C.-Csg), -alquenilo
(C2-Cg)sustituido, -alquinilo (C2-Cs), -alquinilo (C,-Cs)sustituido, -arilo (Cs-Czo), -arilo (Ce-
Cao)sustituido, -heterociclo (Cz-Czo), Yy -heterociclo (Cs-Cyo)sustituido; en donde -alquilo (Ci-
Csg)sustituido, -alquenilo (C»-Cg) sustituido, -alquinilo (C,-Cs)sustituido, -arilo (Ce-
Cao)sustituido, y -heterociclo (Cs-Cao)sustituido estan independientemente sustituidos con uno
0 mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en F, Cl, Br, I, OH, -N(R®),, -N(R%)s",
-haluro de alquilo (C:-Cg), carboxilato, sulfato, sulfamato, sulfonato, -alquil (C1-Cs)sulfonato,
- alquil(C;-Cg)amino, 4-dialquilaminopiridinio, -alquil (Ci-Cs) hidroxilo, -alquil 1(Ci-Cs)tiol,
- SO2R®, -S(=0)R?®, -SR®, -SO:N(R?®),, -C(=0)R?®, -CO2R®, -C(=0O)N(R®)2, -CN, -N3, -NOy, -alcoxi
(C1-Cg), -trifluoroalquilo (Ci-Cg), -alquilo (C;:-Cg), -carbociclo (Cs-Ciz), -arilo (Ce-Ca),

- heterociclo (Cs-C2o), polietilenoxi, fosfonato, y fosfato.

[00291] El conjugado que comprende una autoinmolativa heterociclica es estable
extracelularmente, o en ausencia de una enzima capaz de escindir el enlace amida de la
fraccién autoinmolativa. Sin embargo, tras la entrada dentro de la célula, o exposicién a una
enzima adecuada, un enlace amida se escinde iniciando una reaccién autoinmolativa
espontanea que da como resultado la escision del enlace que liga covalentemente la fraccion
autoinmolativa con la fraccion de camptotecina, para efectuar de ese modo la liberacion de la

droga en su forma no derivatizada o farmacol6gicamente activa.

[00292] La fraccion autoinmolativa en los conjugados incorpora uno 0 mMas
heteroatomos y de ese modo puede proveer mejorada solubilidad, puede mejorar la tasa de
escisién y/o puede disminuir la propensién para la agregacion del conjugado. Asi, los
constructos de enlazador autoinmolativo heterociclico en algunos casos puede dar como
resultado una eficacia aumentada, toxicidad disminuida y/o propiedades farmacocinéticas y/o

farmacodinamicas deseadas.
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[00293] Se entiende que T en las formula I-Ill es O, y se deriva del hidroxilo terciario

(- OH) en la porcién del anillo lactona de una fracciébn de camptotecina.

[00294] Sin estar limitados por una teoria o ningln mecanismo particular, la presencia
de grupos atractores de electrones en el anillo heterociclico de la formula I, 1l o Il puede

moderar la tasa de escision.

[00295] En una forma de realizacion, la fraccién autoinmolativa es el grupo de la formula
lenelcualQes N,y Ues OoS. Dicho grupo tiene un caracteristica estructural no lineal que
mejora la solubilidad de los conjugados. En este contexto R es a veces H, metilo, nitro, o CFs.
En una forma de realizacion, Q es Ny U es O formando de ese modo un anillo oxazol y R es
H. En otra forma de realizacién, Q es Ny U es S formando de ese modo un anillo tiazol
opcionalmente sustituido en R con un grupo Me o CFs.

[00296] En otra forma de realizacion a modo de ejemplo, la fraccion autoinmolativa es
el grupo de la formula Il en el cual Q es Ny V! y V2 son independientemente N o CH. En otra
forma de realizacion, Q, V' y V2 son cada uno N. En otra forma de realizacién, Q y V* son N
mientras que V2 es CH. En otra forma de realizacion, Q y V2 son N mientras que V! es CH.
En otra forma de realizacion, Q y V! son ambos CH y V2 es N. En otra forma de realizacion,

Q es N mientras que V! y V2 son ambos CH.

[00297] En otra forma de realizacion, la fraccion autoinmolativa es el grupo de la férmula
Il en el cual Q, V%, V2 y V3 son cada uno independientemente N o CH. En otra forma de
realizacion Q es N mientras que V*, V?y V2 son cada uno N. En otra forma de realizacion, Q,
V!, y V2 son cada uno CH mientras que V2 es N. En otra forma de realizaciéon Q, V2y V? son
cada uno CH mientras que V! es N. En otra forma de realizacion, Q, V! y V2 son cada uno
CH mientras que V? es N. En otra forma de realizacion, Q y V2 son ambos N mientras que V*
y V3 son ambos CH. En otra forma de realizaciéon Q y V? son ambos CH mientras que V! y V3
son ambos N. En otra forma de realizaciéon, Q y V3 son ambos N mientras que V!y V2 son
ambos CH.

[00298] Preferiblemente, el enlazador (L) tiene la férmula: *~A.—W.~Bw—**, en donde el

enteroaes 1, elenterobes 1, yelenterow es 2, 3 04, mas preferiblemente el entero w es 2

o 3; en formas de realizaciobn muy preferidas el entero w es 2; y -A-, cada -W- y -B- son como
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se define en la presente; * indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la

fraccion de camptotecina (C).

[00299] Preferiblemente, el enlazador (L) tiene la siguiente estructura:

*~Aa—Wu—Bp—

en donde -A- es una segunda unidad espaciadora como se describe en la presente; a es un
entero como se describe en la presente; preferiblemente a es 1;

-B- es una primera unidad espaciadora como se describe en la presente; b es un entero como
se describe en la presente; preferiblemente b es 1;

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(-C)

-Wy- es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit
o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y
fenilalanina-lisina (es decir Phe-Lys o FK). Preferiblemente, en estas formas de realizacion la
unidad de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir
Phe-Lys o FK). Aun més preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de
aminodcidos es valina-citrulina (es decir Val-Cit 0 VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA).
Incluso mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoacidos es
valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la
unidad de aminoacidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en
valina-glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ),
fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thro TT). En
estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado
del grupo que consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es
decir Leu-GIn o LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de
realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-Gln o0 VQ) o
leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).

[00300] Preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:
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en donde -A- es una segunda unidad espaciadora como se describe en la presente; a es un
entero como se describe en la presente; preferiblemente a es 1;

-Ww- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente; preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -W,- es un dipéptido o un tripéptido), por ej. w puede ser 1 o 2; en formas de
realizacién muy preferidas w es 2 (es decir ain mas preferiblemente -Wy- es un dipéptido);
Q es como se define en la presente;

m es un entero como se define en la presente, preferiblemente m es 0;

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -Wy- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Més preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoécidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminodacidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacion, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacion pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).
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[00301] Més preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

en donde;

es como se define en la presente; * indica el punto de uniéna Y;y
# indica el punto de unién a la unidad de aminoéacidos -W,-, cuando esta presente, o al grupo
NH;
-Wy- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -W,- es un dipéptido o un tripéptido), en formas de realizacion muy preferidas
w es 2 (es decir aun mas preferiblemente -Wy- es un dipéptido);
Q es como se define en la presente;
m es un entero como se define en la presente, preferiblemente m es 0O;
* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -W.- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Mas preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun més preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de

aminoacidos -W,- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
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glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-Gln o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por €j. una catepsina (por €j. catepsina B).

[00302] Aun mas preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

ZT

o) ##
* Y

(0]
en donde:

-Ww- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -Wy- es un dipéptido o un tripéptido), en formas de realizacion muy preferidas
w es 2 (es decir alin mas preferiblemente -Wy- es un dipéptido);

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -Wy- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Més preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoécidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas

preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de amino&cidos es valina-citrulina
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(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminodcidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-Gln o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).

[00303] En una forma de realizacion preferida, el enlazador L tiene la siguiente

estructura:

o}

o 0 O)k##

ZT

Iz
Iz

A

N NH
N 2

gue comprende el dipéptido valina-citrulina como la unidad de aminoacidos -Wy-; y
en donde * indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina (-C). Dicho enlazador es un ejemplo ilustrativo de un enlazador que es

escindible, en particular por una proteasa, tal como por €j. una catepsina (por €j. catepsina B).

[00304] En otra forma de realizacion preferida, el enlazador L tiene la siguiente

estructura:
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(0]

o o A
oacased

gue comprende el dipéptido valina-alanina como la unidad de aminoacidos -Wy-; y
en donde * indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina (-C). Dicho enlazador es un ejemplo ilustrativo de un enlazador que es

escindible, en particular por una proteasa, tal como por €j. una catepsina (por €j. catepsina B).

[00305] Preferiblemente, el enlazador (L) tiene la formula:

Lo
T

preferiblemente el entero w es 2 o0 3, en formas de realizacion muy preferidas el entero w es

Rxs*

7~

N
-

, endonde el enterob es 1, y el entero w es 2, 3 0 4, mas

LP

g es como se describe en la presente; RS es, cada una
independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se describe en la
presente; preferiblemente cada R® es, independientemente, una segunda unidad de
polietilenglicol como se describe en la presente; M es, cada una independientemente, como
se describe en la presente, preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se describe
en la presente; preferiblemente, s* es 1; cada -W-, y -B- son como se define en la presente; *
indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina (-C).
Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad de aminoacidos -W,- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de

amino&cidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir
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Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-Lys o
FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es
valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminodcidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacion, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).

[00306] Preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

]

en donde es como se describe en la presente; RS es, cada una
independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se describe en la
presente; preferiblemente, cada R® es, independientemente, una segunda unidad de
polietilenglicol como se describe en la presente; M es, cada una independientemente, como
se describe en la presente, preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se describe

en la presente; preferiblemente, s* es 1;
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-Wy- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente; preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -Wy- es un dipéptido o un tripéptido), en formas de realizacion muy preferidas
w es 2 (es decir alin mas preferiblemente -Wy- es un dipéptido);

Q es como se describe en la presente;

m es un entero como se describe en la presente, preferiblemente m es 0;

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -Wy- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Més preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoécidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de amino&cidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminoéacidos -W,- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por €j. catepsina B).

[00307] Més preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:
o)
H Qm
~
Wy
0 #it
M—RS) Y
S* 0
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en donde;

M—RS>
$* es como se define en la presente; RS es, cada una

independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol
como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se define en la
presente; preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se define en la presente;
preferiblemente s* es 1; * indica el punto de unién a Y; y # indica el punto de unién a la unidad
de aminoécidos -W.,-, cuando esta presente, o0 al grupo NH;

-Wy- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -W,- es un dipéptido o un tripéptido), en formas de realizacion muy preferidas
w es 2 (es decir aun mas preferiblemente -Wy- es un dipéptido);

Q es como se define en la presente;

m es un entero como se define en la presente, preferiblemente m es 0;

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -W,- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Mas preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoéacidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de amino&cidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminoacidos -W,- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas

de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
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consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-Gln o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por €j. una catepsina (por ej. catepsina B).

[00308] Aun mas preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:
o)
N
WW/
o #H
T ) b

s* o)

en donde:

RS es, cada una independientemente una segunda unidad de polialquilenglicol como se define
en la presente; preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de
polietilenglicol como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se
define en la presente, preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se define en la
presente; preferiblemente s* es 1;

-Ww- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente w es 2 o 3 (es decir mas
preferiblemente -W,~ es un dipéptido o un tripéptido), alin mas preferiblemente w es 2 (es
decir aun mas preferiblemente -W,- es un dipéptido);

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -Wy- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-

Lys o FK). Aun més preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos
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es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminodcidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de
realizacién pueden ser ejemplos ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular

por una proteasa, tal como por ej. una catepsina (por ej. catepsina B).

[00309] En una forma de realizacion preferida, el enlazador L tiene la siguiente
estructura:
o)
o o o)k w
H
N
N N
H H
o]
. M—RS e}
N)kNH
H 2

gue comprende el dipéptido valina-citrulina como la unidad de aminoacidos -W,-;

en donde RS es una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente RS es una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;
M es como se define en la presente; preferiblemente M es -O-; y

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de realizacion pueden ser ejemplos
ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular por una proteasa, tal como por €j.

una catepsina (por ej. catepsina B).

[00310] En otra forma de realizacién preferida, el enlazador L tiene la siguiente
estructura:
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o} i /©/\O)k #H#
H
N
N N
o)

* M—RS

gue comprende el dipéptido valina-alanina como la unidad de aminoacidos -Wy-; y

en donde RS es una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente RS es una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;
M es como se define en la presente; preferiblemente M es -O-; y

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unioén a la fraccion de camptotecina
(- C). Los enlazadores de acuerdo con estas formas de realizacién pueden ser ejemplos
ilustrativos de un enlazador que es escindible, en particular por una proteasa, tal como por €j.

una catepsina (por ej. catepsina B).

[00311] En algunas formas de realizacién, el enlazador L tiene la férmula: *~A,—W,—*,
en donde -A- es una segunda unidad espaciadora como se define en la presente; el entero a
asociado con la segunda unidad espaciadora es como se define en la presente; -W,- es una
unidad de aminoacidos como se define en la presente; el entero w asociado con la unidad de
aminoacidos W es como se define en la presente; la primera unidad espaciadora (-Bp-) esta
ausente; * indica el punto de unién a Y; y # indica el punto de unién a la fraccién de
camptotecina (-C). Preferiblemente, el entero a es 1. Preferiblemente, el entero w es 2, 3 0
4, mas preferiblemente el entero w es 2 o 3, aun mas preferiblemente el entero w es 2.
Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de amino&cidos -W.- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),
valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
lisina (es decir Phe-Lys o FK). Mas preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun més preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de

aminoacidos -W,- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
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glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacién, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ). En una cualquiera de estas formas de realizacion, la

segunda unidad espaciadora -A- puede ser un grupo Z que tiene la estructura

§ §
P

LP LP

§ es como se define en la presente.

[00312] El enlazador L puede tener la siguiente estructura:

@)
H
@k““/

en donde:

es como se define en la presente; * indica el punto de uniéna Y; y #
indica el punto de union a la unidad de aminoacidos -W,-;
-Wy- es una unidad de aminoacidos como se describe en la presente; w es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente w es 2, 3 0 4 (es decir preferiblemente -W,- es un
dipéptido, un tripéptido o un tetrapéptido), mas preferiblemente el entero w es 2 o 3 (es decir
mas preferiblemente -W,- es un dipéptido o un tripéptido), aln mas preferiblemente w es 2
(es decir aun mas preferiblemente -W,- es un dipéptido);
* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- C). Preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad de aminoacidos -Wy- es un
dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es decir Val-Cit o VC),

valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), alanina-alanina (es decir Ala-Ala o AA) y fenilalanina-
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lisina (es decir Phe-Lys o FK). Més preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad
de aminoacidos es un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina (es
decir Val-Cit o VC), valina-alanina (es decir Val-Ala o VA), y fenilalanina-lisina (es decir Phe-
Lys o FK). Aun mas preferiblemente, en estas formas de realizacién la unidad de aminoéacidos
es valina-citrulina (es decir Val-Cit 0 VC) o valina-alanina (es decir Val-Ala o VA). Incluso mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion la unidad de aminoacidos es valina-citrulina
(es decir Val-Cit o VC). Alternativamente, en estas formas de realizacion, la unidad de
aminodcidos -Wy- puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que consiste en valina-
glutamina (es decir Val-Gln o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-Gln o LQ), fenilalanina-
glutamina (es decir Phe-GIn o FQ) y treonina-treonina (es decir Thr-Thr o TT). En estas formas
de realizacion, la unidad de aminoéacidos puede ser un dipéptido seleccionado del grupo que
consiste en valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ), leucina-glutamina (es decir Leu-GIn o
LQ), y fenilalanina-glutamina (es decir Phe-GIn o FQ). En estas formas de realizacion, la
unidad de aminoacidos puede ser valina-glutamina (es decir Val-GIn o VQ) o leucina-
glutamina (es decir Leu-GIn o LQ).

[00313] En algunas formas de realizacion, el enlazador L puede tener la siguiente
estructura:
O O
H
N
H #H
(6]
* )L
H NH,

gue comprende el dipéptido valina-citrulina como la unidad de aminoacidos -Wy-; y
en donde * indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de

camptotecina (-C).

[00314] En algunas formas de realizacion, el enlazador L puede tener la siguiente

estructura:
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ZT

it

Iz

gue comprende el dipéptido valina-alanina como la unidad de aminoacidos -Wy-; y
en donde * indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de

camptotecina (-C).

[00315] En algunas formas de realizacion, el enlazador (-L-) tiene la formula: *~A,—,
en donde -A- es una segunda unidad espaciadora como se define en la presente; el entero a
asociado con la segunda unidad espaciadora es 1; la unidad de aminoacidos -W,~ esta
ausente; la primera unidad espaciadora (-B-) est4 ausente; * indica el punto de unién a Y;y
## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina (-C). En una cualquiera de estas
formas de realizacién, la segunda unidad espaciadora -A- puede ser un grupo Z que tiene la

\,\f:Rx s* \I\I/I\/RK s*
; en donde g

LP LP

estructura § g es como se define en la presente.

[00316] El enlazador (-L-) puede tener la siguiente estructura:

en donde:

es como se define en la presente; * indica el punto de unidn a Y; y # indica

el punto de unién a la fraccién de camptotecina (-C).
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[00317] En algunas formas de realizacion, el enlazador L puede tener la siguiente

estructura:

en donde * indica el punto de union a Y; y # indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina (-C).

Enlazador *~A,—Q°,—G—*

[00318] En algunas formas de realizacion, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

*~A.—Q°—G—*, en donde: —A— es una segunda unidad espaciadora, como se describe en la
presente; a es 0 0 1, como se describe en la presente; cada —Q®°— es independientemente
una unidad conectora; g es 0 0 1; y —G— es una primera unidad espaciadora que comprende
una fraccion de azlcar; * indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la
fraccion de camptotecina (-C). Se describen enlazadores que comprenden una fraccién de
azuUcar, tal como por ej. un fraccion de acido glucurénico por ej. en Jeffrey et al., “Development
and Properties of beta-Glucuronide Linkers for Monoclonal Antibody-Drug Conjugates”,
Bioconjugate Chem. 2006, 17, 831-840, doi: 10.1021/bc0600214; WO 2019/236954; y WO
2015/057699.

[00319] En el enlazador *~A,—Q®°—G—*, la segunda unidad espaciadora -A-, cuando
esta presente, puede ser cualquier segunda unidad espaciadora como se describe en la
presente. En el enlazador que tiene la estructura *~A,—Q°—G—*, la segunda unidad
espaciadora A sirve para conectar Y con la unidad conectora Q°, cuando esta presente, o
con la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azlUcar. La segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, puede ser cualquier grupo o fraccion quimica
que es capaz de unir Y con la unidad conectora (Q©°). Alternativamente, la segunda unidad
espaciadora (-A-) puede unir Y con la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azucar (-G-), en el caso en que ninguna unidad conectora Q°° esté presente. En
este sentido, Y, como se describe en la presente, esta unida a la segunda unidad espaciadora
(-A-). La segunda unidad espaciadora (—A-) comprende o es un grupo funcional que es
capaz de formar un enlace con una unidad conectora (-Q®°-), o con una primera unidad

espaciadora que tiene una fraccidon de azucar (—G-), dependiendo de si una unidad conectora
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(—QC°-) esta presente o no. Preferiblemente, el grupo funcional, que es capaz de formar un
enlace con una unidad conectora (—-Q®°-), o con una primera unidad espaciadora que

comprende una fraccion de azucar (—G-), es un grupo carbonilo que esta representado como,

C=0
por ej. / 0 —C(O)-. El entero a asociado con la segunda unidad espaciadora puede ser
0 o 1. Preferiblemente, el entero a es 1. Alternativamente, en otras formas de realizacion la

segunda unidad espaciadora esta ausente (a = 0).

[00320] En el enlazador *~A,—Q®°—G—*, la segunda unidad espaciadora -A-, cuando
esta presente, puede ser cualquier segunda unidad espaciadora como se describe en la
presente. En algunas formas de realizacion, la segunda unidad espaciadora -A-, cuando esta

Rxs*

\C

LP

presente, puede ser un grupo Z que tiene la estructura § g en donde

Qs*

7~

% S

LP

§ es como se define en la presente. En concordancia, en algunas formas de

\%ﬂ:

LR /G\
. ., */ \ co HH
realizacion, el enlazador (L) puede tener la estructura Q™" , en
donde LP, RS, s*, M, Q°°, q, y G son como se define en la presente; * indica el punto de unién

a -Y-; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina (-C).

[00321] La unidad conectora (-Q°°-) puede ser incluida en casos en donde es deseable
agregar distancia adicional entre -Y- 0, cuando esta presente, entre la segunda unidad
espaciadora (-A-) y la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar
(- G-). En algunas formas de realizacion, la distancia extra puede ayudar con la activacion
dentro de la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-). En
concordancia, la unidad conectora (-Q¢°-), cuando estd presente, extiende el marco
(framework) del enlazador (-L-). En este sentido, una unidad conectora (-Q®°-) esta unida

covalentemente con -Y- 0, cuando una segunda unidad espaciadora -A- esta presente, con la
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segunda unidad espaciadora (-A-) en un extremo, y la unidad conectora (-Q°-) esta
covalentemente unida a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azlUcar
(-G-) en su otro extremo. El entero g asociado con la unidad conectora Q© puede ser 0 o 1.
Preferiblemente, el entero q es 1. Alternativamente, en otras formas de realizacion, la unidad

conectora Q°° esta ausente (q = 0).

[00322] La unidad conectora (-Q®°-), cuando esta presente, sirve para unir la primera
unidad espaciadora que comprende una fraccibn de azlcar (-G-) con la segunda unidad
espaciadora (-A-), cuando esta presente, o con -Y-. La unidad conectora Q°° puede ser
cualquier grupo o fraccion quimica que sirve para proveer la union de la primera unidad
espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-) con la segunda unidad espaciadora
(-A-), cuando esta presente, o con -Y-. La unidad conectora puede, por ejemplo, comprender
uno o mas, por ej. 1-10, preferiblemente, 1, 2, 3, o 4) residuos aminoécidos naturales o no
naturales, aminoalcoholes, amino aldehidos, y diaminos. En algunas formas de realizacion,
la unidad conectora (-Q°°-) es un tnico residuo amino&cido natural o no natural, aminoalcohol,
amino aldehido, o diamino. En algunas formas de realizacion, el aminoacido capaz de actuar
como unidad conectora es beta-alanina. En particular, la unidad conectora puede ser una

Unica beta-alanina.

[00323] En algunas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-) tiene la férmula

indicada a continuacion:
R‘EEN;LJI
| o N}\N Tmo
Bz/ \)L:g‘ . RQ | N0
' \N \N N%l' ,
/ [

R ,
R10o R100
R100 R100
R‘IIDD le | |
| Tim }.{’N N'sé
-~ N .
N B e it YR/
c
R‘IUO
—_—
N
-~
R11
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en donde las lineas onduladas indican la unién de la unidad conectora dentro del enlazador
(-L-) o a-Y-, cuando la segunda unidad espaciadora (-A-) esta ausente; y en donde R!!! esta
independientemente seleccionado del grupo gue consiste en hidrégeno, hidroxibencilo, metilo,
isopropilo, isobutilo, sec-butilo, -CH,OH, -CH(OH)CHs;, -CH>CH,SCHs;, -CH>CONH,,
- CH.COOH, -CH:CH:CONH;, -CH2CH.COOH, -(CH2)sNHC(=NH)NH., -(CH:)sNHz,
- (CH2)sNHCOCHs3, -(CH2)sNHCHO, -(CH2)4aNHC(=NH)NH, -(CH2)sNH, -(CH2)sNHCOCH:;,
- (CH2)sNHCHO, -(CH2)sNHCONH., -(CH2)sNHCONH;, -CHCH.CH(OH)CH:NH., 2-

piridilmetilo-, 3-piridilmetilo-, 4-piridilmetilo-,

%/\/O/ : té_CHz@ E_CHz |

H S
N
H )
y cada R estd independientemente seleccionado de hidrégeno o -alquilo (Ci-Cs),
preferiblemente hidrogeno o CHs; y el subindice ¢ es un entero independientemente

seleccionado de 1 a 10, preferiblemente de 1 a 3.

[00324] En formas de realizacion preferidas, una unidad conectora tiene la siguiente
estructura (-Q°°-) que tiene un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora
gue comprende una fraccion de azucar (-G-), y un grupo NH para union a la segunda unidad

espaciadora (-A-), cuando esta presente, como sigue:

3 NH—R13—g 3

C

en donde en cada instancia R*® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;1-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Cio)-, -heterociclo
(C3-Cg)-, -alquileno (C;i-Cjo)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cig)-, -alquileno (Ci-Caio)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (C3z-Cg)-alquileno (C1-Cag)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, Y -heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio) -, Y el subindice c es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacion R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango

de 1 a 4. Enformas de realizacion preferidas, R*® es -alquileno (C1-Cs) y c €5 1.
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[00325] Méas preferiblemente, la unidad conectora (-Q°°-) tiene la siguiente estructura
de:

-g_NH{CH%@_g_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrdgeno indica unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, y la linea ondulada adyacente al carbonilo
indica union covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azlcar
(- G-); y mes un entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a
4.

[00326] Aln mas preferiblemente, la unidad conectora (-Q¢°-) tiene la siguiente

estructura de:
-g—NH—CHz-CHZ——C—g—

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, y la linea ondulada adyacente al carbonilo
indica union covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccion de azucar
(- G-).

[00327] Otra unidad conectora representativa (-Q°-) que tiene un grupo carbonilo para
unién a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién de azlcar (-G-) es como

sigue:

en donde R® es -alquileno (C1-Ce)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C1-Cio)-,
-heterociclo (Cs-Cs)-, -alquileno (C1-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (Ci-

Cip)-carbaciclo (Cs-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cag)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo
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(Cs-Cs)-, 0 -heterociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cio) -. En algunas formas de realizacion R*® es

—alquileno (C1-Cg).

[00328] Otra unidad conectora representativa que tiene una fraccibn NH que se une a

la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién de azucar (-G-) es como sigue:

en donde en cada instancia, R'® esta independientemente seleccionado del grupo que
consiste en -alquileno (Ci:-Cg¢)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (Ci-Cio)-, -
heterociclo (Cs-Cg)-, -alquileno (C1-Cig)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cio)-, -alquileno (C:-
Cio)-carbaciclo (Cs-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo
(Cs-Cg)-, y -heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)- y el subindice ¢ es desde 1 a 14. En algunas

formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y el subindice c es 1.

[00329] Otra unidad conectora representativa (-Q°°-) que tiene una fraccion NH que se
une a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-) es como

sigue:
—g—H—Rﬁ—NH-é—

en donde R® es -alquileno (C1-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C1-Cio)-,
-heterociclo (Cs-Cs)-, -alquileno (C1-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (Ci-
Cip)-carbaciclo (Cs-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cag)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo
(Cs-Cs)-, -heterociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Cig)-; -C(=0) alquileno (C1-Cip) - 0 -alquileno (C:-
Ce)-C(=0)-alquileno (C1-Cs).

[00330] La primera unidad espaciadora que tiene una fraccion de azucar (-G-) es el
Gnico componente del enlazador que tiene la estructura *~A,—Q°°—G—* que debe estar
presente. En algunas formas de realizacion, la primera unidad espaciadora que comprende
una fraccion de azucar (-G-) forma un enlace escindible con la fraccion de camptotecina (-C).

En algunas formas de realizacion, la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion
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de azlcar (-G-) forma un enlace escindible con la unidad conectora (-Q®°-), cuando esta
presente. En algunas formas de realizacion, el enlace escindible esta dentro de la primera
unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-) pero permite la liberacion de
la droga libre (por ej. mediante una reaccion de eliminacion 1,6 siguiente a la escision). Los
grupos funcionales para formar enlaces escindibles pueden incluir, por ejemplo, azlcares para

formar enlaces glicosidicos.

[00331] La estructura y secuencia de la primera unidad espaciadora que comprende
una fraccion de azucar (-G-) puede ser tal que la unidad es escindida mediante la accién de
una enzima presente en el sitio diana. En otras formas de realizacién, la primera unidad
espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-) puede ser escindible mediante otros
mecanismos. La primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-)

puede comprender uno o mdultiples sitios de escision.

[00332] Preferiblemente, la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion
de azucar (-G-) comprende sitio de escision de azlcar. En algunas de dichas formas de
realizacion, la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-)
comprende una fraccion de azucar (Su) ligada mediante un enlace glicosidico de oxigeno a
un grupo autoinmolativo. En tales aspectos, el grupo autoinmolativo es considerado como
parte de la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-). En este
sentido, el "grupo autoinmolativo" puede ser una fraccién quimica trifuncional que es capaz
de unir covalentemente en conjunto tres fracciones quimicas separadas (es decir la fraccion
de azlcar (mediante un enlace glicosidico), una fraccion de camptotecina (-C), y una unidad
conectora -Q®°-, una segunda unidad espaciadora -A-, 0 -Y-, dependiendo de si esta presente
0 no una unidad -Q®°- y/o una unidad -A-. El enlace glicosidico puede ser uno que pueda ser
escindido en el sitio diana para iniciar una secuencia de reacciones autoinmolativas que
conduzca a la liberacién de la droga. Pueden seleccionarse fracciones de azlcar particulares,
por €j. del grupo que consiste en acido glucurdnico, galactosa, glucosa, arabinosa, mannosa-
6-fosfato, fucosa, ramnosa, gulosa, allosa, 6-desoxi-glucosa, lactosa, maltosa, cellobiosa,

gentiobiosa, maltotriosa, GIcNAc, GalNAc y maltohexosa.
[00333] En concordancia, la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion

de azucar (-G-) puede comprender una fraccién de azucar (Su) ligada mediante un enlace

glicosidico(-O'-) a un grupo autoinmolativo (K) de la férmula:
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Azucar

I "
o k8-

en donde el grupo autoinmolativo K forma un enlace covalente con la fraccion de camptotecina

y un enlace covalente con -Q¢°-, -A-, 0 -Y-, como pueda ser el caso.

[00334] La primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-)

puede estar, por ejemplo, representada mediante la férmula:

NH.,
éf\

en donde Su es una fraccién de azulcar, -O'- representa un enlace glicosidico de oxigeno;
cada R es independientemente hidrogeno, a halégeno, -CN, o -NO; y en donde la linea
ondulada indica la unién a -Q®°-, -A-, o -Y-, como pueda ser el caso, y el asterisco indica la
union a la fraccion de camptotecina (ya sea directamente o indirectamente mediante una
unidad espaciadora; la unidad espaciadora, cuando esta presente, puede ser, por ejemplo
- (C=0)-).

[00335] En algunas de dichas formas de realizacion, el sitio de escision de azucar es
reconocido por una beta-glucuronidasa y la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azucar (-G-) comprende una unidad glucurénido. La unidad glucurénido puede
comprender acido glucurénico ligado mediante un enlace glicosidico (-O'-) a un grupo

autoinmolativo (K) de la formula:

Acido glucurénico
|

RS
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en donde el grupo autoinmolativo K forma un enlace covalente con la fraccion de camptotecina
(ya sea directamente o indirectamente mediante una unidad espaciadora; la unidad
espaciadora, cuando esta presente, puede ser, por ejemplo -(C=0)-) y un enlace covalente

con -Q%%-, -A-, 0 -Y-, como pueda ser el caso.

[00336] La unidad glucurénido puede ser, por ejemplo, representada mediante la
formula:
CO,H o
HOy, o
HO - O
OH

NH‘:;;

en donde la linea ondulada indica una unién covalente a -Q®°-, -A- o0 -Y-, como pueda ser el
caso, y el asterisco indica una union covalente a la fracciébn de camptotecina -C (ya sea
directamente o indirectamente mediante una unidad espaciadora; la unidad espaciadora,

cuando esta presente, puede ser, por ejemplo -(C=0)-).

[00337] En algunas formas de realizacion la primera unidad espaciadora que
comprende una fraccién de azlcar (-G-) comprende un sitio de escisién de azlcar, y -S-C, es
decir la combinacién de la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién de azlcar
(-G-) y la fraccion de camptotecina (en las siguientes férmulas, la fraccion de camptotecina

esta excepcionalmente indicada como “D”), esta representada mediante las siguientes

formulas:
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NHRK_{'; o NH"‘}SE

en donde Su es una fraccién de azucar, D es una fraccidbn de camptotecina, -O'- representa
un enlace glicosidico de oxigeno; cada R es cada una independientemente hidrégeno o
halégeno, -CN, -NO- u otro grupo atractor de electrones, -Q°°- es una unidad conectora, como

se describe en la presente; en donde la linea ondulada indica una unién covalente a -A- o

- Y-, como pueda ser el caso.

[00338] Cuando la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar
(-G-) comprende una unidad glucurénido, entonces -S-C, es decir la combinacion de la primera
unidad espaciadora que comprende una fraccién de azlcar (-G-) y la fraccion de camptotecina
(en las siguientes férmulas, la fraccion de camptotecina esta excepcionalmente indicada como

“D”) puede ser, por ejemplo, representada mediante las siguientes formulas:

0
CO.H OJJ\D
HOy,, &
HO . O
OH
NH
o
~ 0
0

CO;H OJL

ot

4
HO
NH\e:g

D
HO

Ollis
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en donde la linea ondulada indica una unién covalente a -A- o -Y-, como pueda ser el caso; D

es una fraccion de camptotecina; y -Q°°- es una unidad conectora, como se describe en la
presente.

[00339] Sin quedar unidos a una teoria, El Esquema 1a ilustra un mecanismo de

liberacion de droga libre de una unidad de droga camptotecina unida a través de un atomo de

nitrégeno de un sustituyente amino de la droga libre, a un enlazador liberable que comprende
una unidad glucurénido.

Esquema la

IIFsiticr de ‘\

escision

H

-

escision catalizada
por enzima

HN O,JLN,CPT . H

"o "
CH Unidad de
Droga de CPT
(8]
CPT=NH, -_— %JLN.-CPT
) descomposicion _,} H
camptotgcma espontanea
droga libre

[00340]
estructura:
OH
HO CO,H
- 0O
HoY
@)
* QCO
NN
A7 N
H
en donde:
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En formas de realizacién preferidas, el enlazador (L) tiene la siguiente




-A- es una segunda unidad espaciadora como se describe en la presente; a es un entero como
se describe en la presente, preferiblemente a es 1;

-QC°- es una unidad conectora como se describe en la presente; g es un entero como se
define en la presente, preferiblemente g es 1;

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q°), cuando esta presente,
puede tener un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora que comprende
una fraccion de azucar (-G-) y un grupo NH para unién a la segunda unidad espaciadora

(- A-), cuando esta presente, y puede ser como sigue:

I
3 NH—R3—C{—3-

C

en donde en cada instancia R*® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;1-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Cio)-, -heterociclo
(Cs-Cs)-, -alquileno (Ci-Cig)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cig)-, -alquileno (Ci-Cio)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, Y -heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)-, y €l subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacion R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango
de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R es -alquileno (C:1-Cs) ¥ ¢ es 1;
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:

-§_NH{CH%@_3_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, y la linea ondulada adyacente al carbonilo
indica una unién covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azlcar
(-G-); y m es un entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a
4; mas preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q¢°-), cuando

esta presente, tiene la siguiente estructura:
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-é—NH—CHQ-CHZ——-g—B—

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una union covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, y la linea ondulada adyacente al carbonilo

indica una unién covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azUcar
(-G-).

[00341] Mas preferiblemente, el enlazador (L) tiene la siguiente estructura:
OH
HO : CO,H
W o
HO™
¢)
¥ Q% o ##
o T
H
fe) (6]
en donde:

es como se define en la presente; * indica el punto de unién a -Y-; y #
indica el punto de unién a la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta presente, o al grupo NH;
-QC®°- es una unidad conectora como se define en la presente; g es un entero como se define
en la presente, preferiblemente g es 1,
* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q®°), cuando esta presente, puede
tener un grupo carbonilo para union a la primera unidad espaciadora que comprende una

fraccion de azucar (-G-) y un grupo NH para union a la segunda unidad espaciadora (-A-), y
puede ser como sigue:
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3 NH—R”—(! 3

C

en donde en cada instancia R®® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;1-Ce)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Ci0)-, -heterociclo
(Cs-Cg)-, -alquileno (C;i-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cio)-, -alquileno (Ci-Cag)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, y -heterociclo (Cz-Cg)-alquileno (Ci-Cao)-, y el subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y c es un entero en el rango
de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R'® es -alquileno (C:i-Cs) y c es 1.
Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:

$dop Lt

m

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una union covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién
covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-); y m es un
entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a 4. Mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, tiene la siguiente estructura:

I
-é—NH—CHQ-CHz——C—g—

en donde la linea ondulada adyacente al nitrdgeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente, y la linea ondulada adyacente al carbonilo
indica una unién covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azlcar
(-G-).

[00342] Aun mas preferiblemente, el enlazador (L) tiene la siguiente estructura:
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OY Hit

(0]

en donde:

Q°° es una unidad conectora como se define en la presente; q es un entero como se define
en la presente, preferiblemente g es 1,

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q°°), cuando esta presente, puede
tener un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azlcar (-G-) y un grupo NH para union a la segunda unidad espaciadora (-A-), y

puede ser como sigue:

3 NH—R”—y) §

C

en donde en cada instancia R®® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C1-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Cio)-, -heterociclo
(Cs-Cs)-, -alquileno (Ci-Cig)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci:-Cig)-, -alquileno (Ci-Cio)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cag)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, y -heterociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Ci0)-, Yy €l subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango
de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R*™® es -alquileno (C:i-C¢) ¥y ¢ es 1.
Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:
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-g_NH{CHZt@_g_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrdgeno indica una union covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién
covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-); y m es un
entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a 4; mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, tiene la siguiente estructura:
-§—NH—CH2-CH2——-C—§—

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién

covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-).

[00343] Aun mas preferiblemente, el enlazador L puede tener la siguiente estructura:

OH

o

O

en donde * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fracciéon de

camptotecina (-C).

[00344] En formas de realizacion preferidas, el enlazador L tiene la siguiente estructura:
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LP
es como se describe en la presente; RS es, cada una independientemente,
una segunda unidad de polialquilenglicol como se describe en la presente; preferiblemente
cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol como se describe en
la presente; M es, cada una independientemente, como se describe en la presente;
preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se describe en la presente;
preferiblemente, s* es 1;
-QC°- es una unidad conectora como se describe en la presente; q es un entero como se
define en la presente, preferiblemente g es 1;
* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q®°), cuando esta presente, puede
tener un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azucar (-G-) y un grupo NH para unién a la segunda unidad espaciadora (-A-), y

puede ser como sigue:

I
3 NH—R3—C{—3-

C
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en donde en cada instancia R*® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;1-Ce)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Cio)-, -heterociclo
(Cs-Cg)-, -alquileno (C;i-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cio)-, -alquileno (Ci-Cao)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, Y -heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Ci0)-, y €l subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango
de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R es -alquileno (C:1-Cs) ¥ ¢ es 1.
Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:

-g_NH{CHZt@_g_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién
covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azicar (-G-); y m es un
entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a 4. Mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, tiene la siguiente estructura:
0

-g—NH—CHZ-CHZ——-g— —

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién

covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-).

[00345] Mas preferiblemente, el enlazador (L) tiene la siguiente estructura:
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HO™
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\N T
H
o) o ,
en donde:
o}
#
M———RS>
s es como se define en la presente; RS es, cada una

independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente, cada RS es, independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol
como se define en la presente; M es, cada una independientemente, como se define en la
presente; preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se define en la presente;
preferiblemente s* es 1; * indica el punto de unién a Y; * indica el punto de union a -Y-; y #
indica el punto de unién a la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta presente, o al grupo NH;
-QC®°- es una unidad conectora como se define en la presente; g es un entero como se define
en la presente, preferiblemente g es 1,

* indica el punto de unién a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q®°), cuando esta presente, puede
tener un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azucar (-G-) y un grupo NH para unién a la segunda unidad espaciadora (-A-), y

puede ser como sigue:

3 NH—R13—£1_!, §

C
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en donde en cada instancia R*® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;1-Ce)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Cio)-, -heterociclo
(Cs-Cg)-, -alquileno (C;i-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cio)-, -alquileno (Ci-Cao)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Cio)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, Y -heterociclo (Cs-Cg)-alquileno (C1-Ci0)-, y €l subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango
de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R®*® es -alquileno (Ci-C¢) y c es 1.
Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:

-g_NH{CHZt@_g_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién
covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azicar (-G-); y m es un
entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a 4. Mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q°°-), cuando esta

presente, tiene la siguiente estructura:
0

-g—NH—CHZ-CHZ——-g— —

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién

covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-).

[00346] Mas preferiblemente, el enlazador (L) tiene la siguiente estructura:
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en donde:

RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se
define en la presente; preferiblemente cada RS es, independientemente, una segunda unidad
de polietilenglicol como se describe en la presente; M es, cada una independientemente, como
se define en la presente; preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se define en la
presente; preferiblemente s* es 1.

QC° es una unidad conectora como se define en la presente; g es un entero como se define
en la presente, preferiblemente g es 1,

* indica el punto de union a Y; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina
(- C). En estas formas de realizacion, la unidad conectora (Q°°), cuando esta presente, puede
tener un grupo carbonilo para unién a la primera unidad espaciadora que comprende una
fraccion de azucar (-G-) y un grupo NH para union a la segunda unidad espaciadora (-A-), y

puede ser como sigue:

3 NH—R”—y) §

C

en donde en cada instancia R*® esta independientemente seleccionado del grupo que consiste
en -alquileno (C;-Cs)-, -carbociclo (Cs-Cs)-, -arileno-, -heteroalquileno (C:-Ci0)-, -heterociclo
(Cs-Cg)-, -alquileno (C:-Cio)-arileno-, -arileno-alquileno (Ci-Cio)-, -alquileno (C1-Cag)-
carbociclo (Cs-Cg)-, -carbociclo (C3z-Cg)-alquileno (C1-Cag)-, -alquileno (C1-Cio)-heterociclo (Cs-
Cs)-, y -heterociclo (Cs-Cs)-alquileno (C1-Ci0)-, Yy el subindice ¢ es un entero en el rango de 1
a 4. En algunas formas de realizacién R*® es -alquileno (C1-Cs) y ¢ es un entero en el rango

de 1 a 4. En formas de realizacion preferidas, R®™® es -alquileno (C:-C¢) y ¢ es 1.
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Preferiblemente, en estas formas de realizacién, la unidad conectora (-Q®°-), cuando esta

presente, puede tener la siguiente estructura:

-E_NH{CH%@@_

en donde la linea ondulada adyacente al nitrdgeno indica una union covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién
covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-); y m es un
entero en el rango de 1 a 6, preferiblemente 2 a 6, mas preferiblemente 2 a 4. Mas
preferiblemente, en estas formas de realizacion, la unidad conectora (-Q¢°-), cuando esta

presente, tiene la siguiente estructura:
Il
- _NH_CHQ'CHZ_—'C_ -

en donde la linea ondulada adyacente al nitrégeno indica una unién covalente a una segunda
unidad espaciadora (-A-), y la linea ondulada adyacente al carbonilo indica una unién

covalente al primer grupo espaciador que comprende una fraccién de azucar (-G-).

[00347] Aun mas preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

CO,H

M—RS

en donde:

RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol como se

define en la presente; preferiblemente cada RS es, independientemente, una segunda unidad
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de polietilenglicol como se describe en la presente; M es, cada una independientemente, como
se define en la presente; preferiblemente cada M es -O-; s* es un entero como se define en la
presente; preferiblemente s* es 1.

* indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina

(- C).

[00348] También preferiblemente, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

en donde * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fracciéon de
camptotecina (-C).

[00349] En una forma de realizacion, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

en donde * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fracciéon de
camptotecina (-C). En esta forma de realizacién, Y puede ser como se define en la presente;
preferiblemente, Y puede ser NH.
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Enlazador *~A,—U"" —Sulf—*

[00350] En algunas formas de realizacion, el enlazador L tiene la siguiente estructura:

*~A—UAT —Sulf—*, en donde: —A— es una segunda unidad espaciadora; a es 0 o 1; cada
— UAT— es independientemente una unidad de unién; u es 0 o 1; y —Sulf- es una primera
unidad espaciadora que comprende una fraccién escindible por sulfatasas; * indica el punto
de union a Y; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina (-C). Para
enlazadores escindibles por sulfatasas, ver por ej. Bargh et al., “Sulfatase-cleavable linkers
for antibody-drug conjugates”, Chemical Science, 2020, 11, 2375-2380, doi:
10.1039/c9sc06410a.

[00351] En el enlazador que tiene la estructura *~A,—UAT,—Sulf—**, la segunda unidad
espaciadora (-A-), cuando esta presente, sirve para conectar Y a la unidad de unién (U*T),
cuando esta presente, o a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién
escindible por sulfatasas. La segunda unidad espaciadora (-A-) puede ser cualquier grupo o
fraccion quimica que es capaz de ligar Y a la unidad de unién (UAT). Alternativamente, la
segunda unidad espaciadora (-A-) puede unir Y con la primera unidad espaciadora que
comprende una fraccion escindible por sulfatasas (-Sulf-), en caso de que ninguna unidad de
union (UAT) esté presente. En este sentido, Y, como se describe en la presente, esta unida a
la segunda unidad espaciadora (—A-). La segunda unidad espaciadora (—A-) comprende o
es un grupo funcional que es capaz de formar un enlace con una unidad de unién (-UA™-), o
con una primera unidad espaciadora que tiene una fraccién escindible por sulfatasas (—Sulf-),
dependiendo de si una unidad de unién (—UAT-) esta presente o no. Preferiblemente, el grupo
funcional, que es capaz de formar un enlace con una unidad de unién (-UA™-), o con una

primera unidad espaciadora que comprende una fraccién escindible por sulfatasas (-Sulf-),

C=0
es un grupo carbonilo que esta representado como, por €j. / 0 —C(O)-. El entero a

asociado con la segunda unidad espaciadora puede ser 0 0 1. Preferiblemente, el entero a
es 1. Alternativamente, en otras formas de realizacién la segunda unidad espaciadora esta

ausente (a = 0).
[00352] En el enlazador *-A,-UAT,-Sulf-*#, la segunda unidad espaciadora -A- puede ser

cualquier segunda unidad espaciadora como se describe en la presente. En algunas formas

de realizacion, la segunda unidad espaciadora -A-, cuando esté presente, puede ser un grupo
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LP LP

o

Z que tiene la estructura § § es como se define en

la presente. En concordancia, en algunas formas de realizacién, el enlazador (L) puede tener

Rxs*

e

\'\”'\
sulf

LP
*/ \UATU/ N #
, en donde LP, RS, s*, M, UAT, u, y Sulf

son como se define en la presente; * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de

la estructura,

union a la fraccion de camptotecina (-C).

[00353] La unidad de unién (-UAT-) puede ser incluida en casos en donde es deseable
agregar distancia adicional entre -Y- 0, cuando esta presente, la segunda unidad espaciadora
(-A-) y la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion escindible por sulfatasas
(-Sulf-). En concordancia, la unidad de unién (-UAT-), cuando esta presente, extiende el marco
(framework) del enlazador (-L-). En este sentido, una unidad de uniéon (-UAT-) puede estar
unida covalentemente con -Y- 0, cuando una segunda unidad espaciadora -A- esta presente,
con la segunda unidad espaciadora (-A-) en un extremo, y la unidad de unién (-UAT-) esta
covalentemente unida a la primera unidad espaciadora que comprende un grupo escindible

por sulfatasas (-Sulf-) en su otro extremo.

[00354] La unidad de unién (-UAT-) puede ser cualquier grupo o fraccién quimica que
sirve para proveer la unién de la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién
escindible por sulfatasas (-Sulf-) a la segunda unidad espaciadora (-A-), cuando esta presente,

oa-Y-.

[00355] En algunas formas de realizacién, la unidad de unién (UA") tiene la formula

indicada a continuacion:
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en donde v es un entero en el rango de 1 a 6; preferiblemente, v es 1 0 2; mas preferiblemente
ves2yy

v* es un entero en el rango de 1 a 6; preferiblemente, v* es 1 0 2; més preferiblemente v* es
1;

en donde * indica el punto de unién a la segunda unidad espaciadora (-A-), cuando esta

presente, y # indica el punto de unién a la fraccién escindible por sulfatasas (Sulf).

[00356] Preferiblemente, la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion

escindible por sulfatasas (Sulf) tiene la formula indicada a continuacion:

OSO,H

o)k it

en donde X es hidrogeno (H) o un grupo atractor de electrones, tal como por €j. NO; * indica
el punto de unién a la unidad de unién (UAT), cuando esta presente, o (-A-), cuando esta

presente; y # indica el punto de unién a la fraccién de camptotecina (-C).

[00357] En algunas formas de realizacion, el enlazador L puede tener la siguiente
estructura:

OSO3H

en donde X es H o NO3;

* indica el punto de union a -Y-; y ## indica el punto de unién a la fraccion de camptotecina
(- O.
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[00358] En algunas formas de realizacion, el enlazador L puede tener la siguiente

estructura:

OSO3H

en donde:

X es HoNOy;

RS es una segunda unidad de polialquilenglicol como se define en la presente;
preferiblemente RS es una segunda unidad de polietilenglicol como se define en la presente;
M es como se define en la presente; preferiblemente M es -O-;

* indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina

(- C).

Tercera Unidad Espaciadora

[00359] En algunas formas de realizacién, cuando una primera unidad espaciadora
(- B-), o una primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azlcar (-G-), o una
primera unidad espaciadora que comprende una fraccién escindible por sulfatasas (Sulf) esta
presente, el enlazador (L) puede comprender una tercera unidad espaciadora opcional (-E-),
gue esta dispuesta entre la primera unidad espaciadora (-B-), o la primera unidad espaciadora
gue comprende una fraccion de azucar (-G-), o la primera unidad espaciadora que comprende
una fraccion escindible por sulfatasas (Sulf) y la fraccion de camptotecina (-C). La tercera
unidad espaciadora puede ser un grupo funcional que puede facilitar la unién de la primera
unidad espaciadora (-B-), o la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién de
azucar (-G-), o la primera unidad espaciadora que comprende una fraccién escindible por
sulfatasas (Sulf), a la fracciobn de camptotecina (-C), u o puede proporcionar componentes
estructurales adicionales que pueden facilitar la liberacion de la fraccién de camptotecina (-C)
del resto del conjugado. Se describen terceras unidades espaciadoras adecuadas, por €j. en
la WO 2019/236954.
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[00360] En algunas formas de realizacion, la tercera unidad espaciadora (-E-) esta
unida a la primera unidad espaciadora (-B-) y a la fraccion de camptotecina (-C). En
concordancia, el enlazador (-L-) puede tener la estructura *~A,—W.~By,—E—*; en donde -E- es
una tercera unidad espaciadora como se describe en la presente; en donde -A-, a, -W-, w, y
- B- son como se describe en la presente, en particular en relacién con el enlazador (L) que
tiene la estructura *~A.—W.—By—*; b es 1; en donde, en cada instancia, * indica el punto de

unién a -Y-; y ## indica el punto de union a la fraccion de camptotecina (-C).

[00361] En otras formas de realizacion, la tercera unidad espaciadora (-E-) esta unida
a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion de azucar (-G-) y a la fraccién
de camptotecina (-C-). En concordancia, el enlazador (-L-) puede tener la estructura *—A,—
Q¢%—G—-E-*; en donde -E- es una tercera unidad espaciadora como se describe en la
presente; en donde -A-, a, -Q°-, g, y G are como se describe en la presente, en particular en
relacién con el enlazador (-L-) que tiene la estructura *~A.—Q®°,—G—*; en donde, en cada
instancia, * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina (-C).

[00362] En otras formas de realizacion, la tercera unidad espaciadora (-E-) esta unida
a la primera unidad espaciadora que comprende una fraccion escindible por sulfatasas
(- Sulf-) y a la fraccion de camptotecina (-C-). En concordancia, el enlazador (-L-) puede tener
la estructura *~A,—UAT,—Sulf—E—*; en donde -E- es una tercera unidad espaciadora como se
describe en la presente; en donde -A-, a, -UAT-, u, y Sulf are como se describe en la presente,
en particular en relaciéon con el enlazador (-L-) que tiene la estructura *~A,—UAT,—Sulf-*; en
donde, en cada instancia, * indica el punto de unién a -Y-; y ## indica el punto de unién a la

fraccion de camptotecina (-C).

[00363] En algunas formas de realizacion, terceras unidades espaciadoras a modo de

ejemplo -E- estan representadas mediante las férmulas:
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EWG

\ { e
§/N\r1T\£ ;,N\CT\F,J §D)”

R (a) R (@) (@)
EWG
(@] H 0
N__O _N__O
R (b) R (')

en donde EWG representa un grupo atractor de electrones, R! es -H o alquilo (Ci-C4) vy el
subindice n es 1 0 2. En algunas formas de realizacién, EWG esta seleccionada del grupo
que consiste en -CN, -NOg, -CX3, -X, C(=0)OR’, -C(=O)N(R’)2, -C(=O)R’, -C(=0)X, -S(=0):R’,
-S(=0).0R’, -S(=0).NHR’, -S(=0)2N(R’)2, -P(=0)(OR’),, -P(=0)(CH3)NHR’, -NO, -N(R’);*, en
donde X es -F, -Br, -Cl, 0 -l, y R’ est4 independientemente seleccionado del grupo que consiste
en hidrégeno y alquilo (C1-Cs), y en donde la linea ondulada adyacente al &tomo de nitrdgeno
en cada una de las formulas (a), (a’), ("), (b) y (b’) es el punto de union covalente a la primera
unidad espaciadora (-B-) y la linea ondulada adyacente al &tomo de carbono del carbonilo de
la féormula (b) y férmula (b’) es el punto de unién covalente a un heteroatomo de un hidroxilo
0 amina primaria o secundaria de una fraccion de camptotecina (-C); y en donde la formula
(@), formula (a’) y formula (a”) representa unidades a modo de ejemplo en las cuales T* es el
heteroatomo de un grupo funcional hidroxilo 0 amina primaria o secundaria de una fraccion
de camptotecina (-C); y en donde la linea ondulada adyacente a T* es el punto de union
covalente al resto de la fraccion de camptotecina. En estas formas de realizacion, la tercera
unidad espaciadora -E- puede facilitar la liberacion de la fraccién de camptotecina como droga

libre.

[00364] En aun otras formas de realizacion, las terceras unidades espaciadoras estan

representadas mediante las formulas:

®
SO,Me NH(R),
N, OF N O*
§/ ~ \;ré (al) 2/ ~ \r‘f(al)



en donde la formula (al) y la férmula (a1’) en la cual cada R es independientemente -H o
alquilo (C:-C4) representa unidades en las cuales O* es el 4&tomo de oxigeno de un
sustituyente hidroxilo de una fraccién de camptotecina (-C); y las lineas onduladas de la
férmula (al), formula (a1’) y férmula (b1) retienen sus significados previos de las formulas (a),
(a") y (b), respectivamente. En la formula (a1’) la fraccion -CH,CH2N*(R). representa unidades

basicas a modo de ejemplo en forma protonada.

[00365] Sin quedar unidos a una teoria, el Esquema 1b ilustra un mecanismo de
liberacion de droga libre de una fraccion de camptotecina unida a una unidad de
metilencarbamato en un conjugado que tiene una fraccién autoinmolativa. En este esquema,
T* es un heteroatomo del hidroxilo o amina primaria o secundaria de una fraccién de

camptotecina que esta incorporada en la unidad de metilencarbamato.

Esquema 1b
L
| Unidad de _ -
Z\ RL Droga de CPT
A\ A —

' AN O R

Z—r—N—r

HN .JL ,L .‘_..-CPT (o] R1
07N — |y ) _ceT
HO,C B escision catalizada Fo7 SN T
Hﬂﬁ/{ e por enzima (] B
o o " unidad de L O -
sitiode | csilencarbamato intermediario inestable
ascision  enancaIRAEL
R' o R' / )
R\f)L SPTe— O J J\ __CPT fragmentacion
H descomposicion 94 N T inmolativa
espontanea R
CPT=TH camptotgcma
droga libre
Fraccion de Camptotecina (-C)
[00366] El término “fraccion de camptotecina” incluye camptotecina en si misma y

analogos de camptotecina. La camptotecina es un veneno de topoisomerasa, que fue
descubierta en 1966 por M. E. Wall y M. C. Wani en el relevamiento sistematico de productos

naturales en cuanto a drogas anticancer. La camptotecina fue aislada de la corteza y tallos
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de Camptotheca acuminata (Camptotheca, Arbol feliz), un arbol nativo de China utilizado
como un tratamiento para el cancer en la Medicina Tradicional China. La camptotecina tiene

la siguiente estructura:

El término “fraccion de camptotecina” también comprende analogos de camptotecina. En este
sentido, el término “fraccion de camptotecina” indica cualquier fraccion que comprende la
estructura de camptotecina:

y que puede ser opcionalmente sustituida. Los sustituyentes opcionales pueden incluir, como
ejemplos ilustrativos no limitantes, alquilo (C:-Ci0), carbociclo (Cs-Cs), heterociclo (Cs-Cs),
arilo, un grupo amino, un grupo hidroxi, un grupo carbonilo, un grupo amida, un grupo éster,
un grupo carbamato, un grupo carbonato y/o un grupo sillo. La fraccién de camptotecina
puede tener uno o mas grupos funcionales que son capaces de formar un enlace con el
enlazador L. Una persona experta seleccionara facilmente una fraccion adecuada que tenga
una actividad biol6gica deseada. Se han aprobado analogos de camptotecina y se utilizan en

guimioterapia actualmente, tal como por ej. topotecan, irinotecan, o belotecan.

[00367] El término fraccion de camptotecina también abarca los siguientes analogos de

camptotecina:
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Anélogo R! R? R3 R4
\~ —
Topotecan —H N— —OH }
(0]
Irinotecan (CPT-11) —H >~ N N
o H
Silatecan (DB-67, AR- | —
Si—L —H —OH
67) g_ I H
] _
Cositecan (BNP-1350) S|'_ —H —H H
l..'n.h"-{z .
Exatecan m —CHjs .
/
N 0 \r{‘s
Lurtotecan iN } —H ( }‘1
- °
Gimatecan (ST1481) N—D; —H —H -
7 (E) H
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https://en.wikipedia.org/wiki/File:Irinotecan_R1.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Irinotecan_R3.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Silatecan_R1.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Cositecan_R1.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Exatecan_R1R2.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Lurtotecan_R1.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Lurtotecan_R3R4.svg
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Gimatecan_R1.svg

Belotecan (CKD-602) g_/f —H —H ’
—’De -
Rubitecan —H NE —H )

Andlogos de camptotecina adicionales, que pueden ser utilizados como fraccién de
camptotecina, se describen en las WO 2019/236954 y EP 0 495 432.

[00368] En algunas formas de realizacion, la fraccibn de camptotecina (C) esta
seleccionada del grupo gue consiste en exatecan, SN38, camptotecina, topotecan, irinotecan,
belotecan, lurtotecan, rubitecan, silatecan, cositecan y gimatecan. Preferiblemente, la fraccion
de camptotecina esta seleccionada del grupo que consiste en exatecan, SN38, camptotecina,

topotecan, irinotecan y belotecan. SN38 tiene la siguiente estructura:

y la estructuras de exatecan, camptotecina, topotecan, irinotecan y belotecan son como se

describe en la presente.

[00369] Més preferiblemente, en una cualquiera de las formas de realizacion descriptas

en la presente, la fraccion de camptotecina C es exatecan que tiene la siguiente estructura:
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Aun mas preferiblemente, la fraccion de camptotecina es exatecan que tiene la siguiente

estructura:

Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacion el exatecan esta unido al
enlazador L mediante el grupo amino (es decir mediante el grupo NH, de exatecan). Exatecan

unido al enlazador L mediante el grupo amino puede ser ilustrado, por ej. como sigue:




en donde # indica el punto de union al enlazador L.

[00370] La presente invencion también se relaciona con un conjugado que tiene la
férmula (1):
I
RBM X P. L
s"J \\Y/ \Cm
OR!
v
. OF

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;
en donde:

RBM es un anticuerpo;

es un doble enlace; o

es un enlace;
V estd ausente cuando es un doble enlace; o
V es H cuando es un enlace;
X es R37C cuando - es un doble enlace; o
Ra
|
X es Rs7C cuando es un enlace;
Y es NH;

R? es una unidad de polietilenglicol que tiene la estructura:

@)
771‘ KF
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en donde:

;

KF

[@]

R3
R4

indica la posicién del O;

es como se define en la presente; preferiblemente K™ es H; y

es un entero como se define en la presente; preferiblemente o0 es un entero en
el rango de 8 a 30; mas preferiblemente de 16 a 30; aun mas preferiblemente
de 20 a 28; aun méas preferiblemente, o es 22, 23, 24, 25 o 26; aun mas
preferiblemente, o0 es 23, 24 o 25; incluso més preferiblemente o es 24;

es H;
es H:

es un enlazador que tienen la siguiente estructura:

ZT

Iz
Iz

A

N NH
H 2

en donde # indica el punto de unién a Y y * indica el punto de unién a la fracciéon

de camptotecina (C);
es una fraccion de camptotecina;

esl;y

es un entero como se define en la presente;

preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 10; mas preferiblemente de
2 a 10; aun méas preferiblemente de 4 a 10; ain mas preferiblemente de 6 a 10,

aun mas preferiblemente de 7 a 10, incluso mas preferiblemente n es 8; o
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preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 10, mas preferiblemente de
2 a 8, aun mas preferiblemente de 3 a 6, aun mas preferiblemente nes 4 0 5,

incluso mas preferiblemente n es 4.

Preferiblemente, la fraccion de camptotecina C es exatecan gue tiene la siguiente estructura:

Mas preferiblemente, la fraccion de camptotecina es exatecan que tiene la siguiente

estructura:

Preferiblemente, en una cualquiera de estas formas de realizacibn exatecan esta unido al

enlazador L mediante el grupo amino.

[00371] La presente invencion también se relaciona con un conjugado que tiene la

siguiente férmula (la):
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P o)
o7 o
H
ot
>3 OH N NH,
n
(la)

en donde:

RBM es un anticuerpo; y

n es un entero como se define en la presente;
preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 10; mas preferiblemente de
2 a 10; aun més preferiblemente de 4 a 10; ain mas preferiblemente de 6 a 10,
aun mas preferiblemente de 7 a 10, incluso més preferiblemente n es 8; o
preferiblemente n es un entero en el rango de 1 a 10, mas preferiblemente de
2 a 8, aun mas preferiblemente de 3 a 6, aun mas preferiblemente n es 4 o0 5,

incluso més preferiblemente n es 4.

Compuesto de la formula (1)

[00372] La presente invencién también se relaciona con un compuesto que tiene la
férmula (11):
I
X s P. L
s \\ PN
Y Cm
OR!
\% (mn,

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo,

en donde:
155



AN

es un triple enlace; o

es un doble enlace;

V esta ausente cuando /f/’: es un triple enlace; o

\% es H o alquilo (C1-Csg) cuando ”"f es un doble enlace;

X es Rs7C cuando ’ifj’f es un triple enlace; o

FIQ4

X es Rs7C cuando Z es un doble enlace;

Y es NR% S, O, 0 CR®R7;

R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente
sustituido;

R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

R* es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

R5 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

RS es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido

L es un enlazador;

C es una fraccién de camptotecina; y

m es un entero en elrangode 1 a 10;y

[00373] Preferiblemente R® es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R® es H.

Preferiblemente R*, cuando esta presente, es H o alquilo (C:-Cg); mas preferiblemente R*,

cuando esta presente, es H. Preferiblemente R®, cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs);

mas preferiblemente R® cuando esta presente, es H. Preferiblemente R®, cuando esta

presente es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R®, cuando esta presente, es H.

Preferiblemente R’, cuando esta presente es H o alquilo (C:-Cs); mas preferiblemente R’,

cuando esta presente, es H.
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[00374] Preferiblemente, = esun triple enlace; V esta ausente; X es R3_C; y R®es
H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente

sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs); mas preferiblemente R® es H.

[00375] Més preferiblemente, ’ff”f representa un triple enlace; V esta ausente; X

representa R3_C, y Rz representa H o alquilo (C:-Cg). Preferiblemente, R; representa H o
alquilo (C1-Cs), més preferiblemente H o alquilo (C:-C4), aln mas preferiblemente H o alquilo

(C1-C2). Incluso mas preferiblemente, Rs es H.

[00376] En algunas formas de realizacion, # puede ser un doble enlace; VesHo

Ra
alquilo (C;:-Cg), preferiblemente V es H; X es R3_(|3 ; Rs es H o un residuo alifatico
opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico opcionalmente sustituido; mas
preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R® es H; R* es H o un residuo
alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido;

preferiblemente, R* es H o alquilo (C1-Cs), preferiblemente R* es H.

[00377] En algunas formas de realizacion, 'f;; puede representar un doble enlace; V

Ra
puede ser H o alquilo (C:-Cg); X puede representar R3_(I: ;Y Rs y Rs pueden
independientemente representar H o alquilo (C1-Cs). Preferiblemente, Rs y R4 representan
independientemente H o alquilo (C;-Cg), mas preferiblemente H o alquilo (C:-C4), alin mas
preferiblemente H o alquilo (C:-C;). Preferiblemente, Rs; y R4 son iguales; aun mas
preferiblemente, Rs, R4 y V son iguales. Mas preferiblemente, Rz y R4 son ambos H.
Preferiblemente, V es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente H o alquilo (C:-C4), aln mas
preferiblemente H o alquilo (C1-Cz). Incluso més preferiblemente, V es H. En formas de

realizacion preferidas, Rs, R4y V son cada uno H.

[00378] En una cualquiera de los compuestos de la férmula (Il), cualquier variable
puede estar definida como se describe en la presente, en particular respecto de los

conjugados de la férmula (I) y/o la molécula que contiene tioles de la férmula (Ill). En

concordancia, RBM, ’x/"' V, X, Y,RYL R3 R R® R R, L, C,my n puede ser como se define

en la presente. Preferiblemente, Y es NH.
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Método de Preparacion de un Conjugado de la Formula (1)

[00379] La presente invencion también se relaciona con un método de preparacion de

un conjugado de la formula (1), comprendiendo dicho método:

hacer reaccionar un compuesto de la férmula (ll)

I
X \"\/P\\Y/L\C
ﬁ OR! )
\%

O

(1),

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo,

en donde:
2{; es un triple enlace; o
/f/’: es un doble enlace;
V esta ausente cuando 'J’:es un triple enlace; o
\Y es H o alquilo (C1-Cg) cuando ’f;: es un doble enlace;
X es R37C cuando ”j; es un triple enlace; o
Ra
[
X es R37C cuando /f/’: es un doble enlace;
Y esNR5, S, O, 0 CR°R”;
R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente
sustituido;
R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
R4 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
R® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;
RS es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético

opcionalmente sustituido;
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R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético

opcionalmente sustituido;

L es un enlazador;
C es una fraccion de camptotecina; y
m es un entero en el rango de 1 a 10;

con una molécula que contiene tioles de la formula (lII)

RBM—(—SH)n o

en donde RBM es una molécula de unién a receptor; y
n es un entero en el rango de 1 a 20;

dando como resultado un compuesto de la formula (1)

I
RBM X P. L
SJ". N \\Y/ \Cm
OR!
v
"o
en donde:
/ es un doble enlace cuando :{; en un compuesto de la formula (Il) es un triple enlace;

0

es un enlace cuando *f;: en un compuesto de la féormula (1) es un doble enlace;

\Y estd ausente cuando es un doble enlace; o

Vv es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
X es Rs7C cuando - es un doble enlace; o
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|
X es Re7C cuando ”  esunenlace;
Y esNH, S, O, o CHy;
R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente
sustituido;
R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
R4 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
R® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
R® es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;
R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico

opcionalmente sustituido;

L es un enlazador;

C es una fraccion de camptotecina;

m es un entero en elrangode 1 a 10; y

n es un entero en el rango de 1 a 20.

[00380] Preferiblemente R® es H o alquilo (Ci-Cg); mas preferiblemente R® es H.

Preferiblemente R*, cuando esta presente, es H o alquilo (C;-Cg); mas preferiblemente R*,
cuando esta presente, es H. Preferiblemente R®, cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs);
mas preferiblemente R% cuando esta presente, es H. Preferiblemente R® cuando esta
presente es H o alquilo (C:-Cg); mas preferiblemente R®, cuando estd presente, es H.
Preferiblemente R’, cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs)alquilo; méas preferiblemente

R’, cuando esta presente, es H.

[00381] Preferiblemente, ’f;: es un triple enlace; V esta ausente; X es Rs—C, y R®es

H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético opcionalmente

sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C:-Cg); mas preferiblemente R® es H; y

representa un doble enlace.
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[00382] Mas preferiblemente, »;:'55 representa un triple enlace; V estd ausente; X

representa R3_C, Rs representa H o alquilo (Ci-Cg); ¥ - representa un doble enlace.
Preferiblemente, Rs representa H o alquilo (C1-Ce), mas preferiblemente H o alquilo (C1-Ca),

aun mas preferiblemente H o alquilo (C:-Cz). Incluso mas preferiblemente, R; es H.

[00383] En algunas formas de realizacion, # puede ser un doble enlace; VesHo
|I?4
alquilo (C:-Cg), preferiblemente V es H; X es Rs3~C : R; es H o0 un residuo alifatico

opcionalmente sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido; y puede
representar un enlace; mas preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R®
es H; R* es H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido; preferiblemente, R* es H o alquilo (C1-Cs), preferiblemente R* es H.

[00384] En algunas formas de realizacion, '“5; puede representar un doble enlace; V

Ra
|
puede ser H o alquilo (Ci-Cg); X puede representar R3=C . R, y R4 pueden

independientemente representar H o alquilo (C1-Cs); ¥ puede representar un enlace.
Preferiblemente, Rs y R representan independientemente H o alquilo C;-Cs-, mas
preferiblemente H o alquilo Ci:-Cs, aun mas preferiblemente H o alquilo C;-Co.
Preferiblemente, Rs y R4 son iguales; aun mas preferiblemente, Rs, Rs y V son iguales. Mas
preferiblemente, Rs y Rs son ambos H. Preferiblemente, V es H o alquilo C;-Cs, mas
preferiblemente H o alquilo C:-C4, alin mas preferiblemente H o alquilo C:-C,. Incluso més

preferiblemente, V es H. En formas de realizacién preferidas, Rs, R4y V son cada uno H.

Z,

destaca que, como es comunmente conocido para una persona experta en el arte, cada atomo

[00385] En relacién con las representaciones utilizadas en la presente, se

de carbono es tetravalente. En concordancia, una estructura V , endonde Xy V

son como se define en la presente y el asterisco (*) indica la unién al fosforo, incluye las
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Ry3— %
estructuras y Ry v , en donde Rs, R4 y V son como se define en la

&
#—S
presente, el asterisco (*) indica la union al fosforo y # indica la union a la molécula de union a
R4 *

presente. Una estructura , en donde X y V son como se define en la

R3 * Ry

- H

receptor (RBM), incluye las estructuras #—S H y #—S v , en donde Rs,
R4y V son como se define en la presente, y H es hidrogeno. Un enlace ondulado indica que
la configuracion del doble enlace puede ser E 0 Z. También es posible que el compuesto esté

presente como una mezcla de los isémeros Ey Z.

[00386] Cuando la molécula de union a receptor comprende uno 0 mas puentes
disulfuro, tal como por ej. un anticuerpo, el método puede comprender ademas reducir al
menos un puente disulfuro de la molécula de union a receptor en presencia de un agente
reductor para formar un grupo tiol (SH). ElI compuesto resultante de la férmula (lll) puede
luego hacerse reaccionar con un compuesto de la férmula (II) para brindar un conjugado de
la férmula (I). El agente reductor puede estar seleccionado del grupo que consiste en tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP), ditiotreitol(DTT), ditionito de sodio, tiosulfato de sodio, y sulfito de
sodio. En concordancia, el agente reductor puede ser ditiotreitol (DTT). El agente reductor
puede ser ditionito de sodio. El agente reductor puede ser sulfito de sodio. Preferiblemente,

el agente reductor es tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

[00387] Preferiblemente, la reduccion de al menos un puente disulfuro comprende
utilizar aproximadamente 1 a aproximadamente 3 equivalentes, preferiblemente
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 equivalentes, mas preferiblemente
aproximadamente 1 equivalente del agente reductor por cada 1 puente disulfuro a ser
reducido. En este contexto, se destaca que en teoria 1 eq. del agente reductor, en particular
de un agente reductor como se describe en la presente, es necesario para reducir 1 puente

disulfuro para brindar 2 grupos tiol (SH).
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[00388] Preferiblemente, la molécula que contiene tioles de la formula (lll) se hace
reaccionar con aproximadamente 1 a aproximadamente 4 equivalentes, preferiblemente
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 equivalentes, mas preferiblemente
aproximadamente 1 a aproximadamente 2 equivalentes, aun mas preferiblemente

aproximadamente 1,5 equivalentes del compuesto de la formula (Il) por cada grupo tiol (SH).

[00389] Preferiblemente, la reaccion de un compuesto de la formula (II) con una

molécula que contiene tioles de la férmula (l1l) es llevada a cabo en un medio acuoso.

[00390] Preferiblemente, la reaccién del compuesto de la formula (II) con la molécula
gue contiene tioles de la férmula (Ill) es llevada a cabo a pH neutro o condiciones levemente
basicas. Aun mas preferiblemente, la reaccion se realiza a un pH de 6 a 10. AUn mas
preferiblemente la reaccion se realiza a un pH de 7 a 9.

[00391] En uno cualquiera de los métodos, cualquier variable puede estar definida
como se describe en la presente, en particular respecto de los conjugados de la férmula (1)

y/o el compuesto de la férmula (I1). En concordancia, RBM, ﬁf/‘” 7 .V, X, Y, R, RS, RY,
R% RS R L, C, my n puede ser como se define en la presente. Preferiblemente, Y es NH.

[00392] Los métodos de preparacion de los compuestos de la formula (I1) son conocidos
en el arte. Como ejemplos ilustrativos, los compuestos de la formula (II) en donde el grupo Y
es NH pueden ser preparados utilizando técnicas y condiciones, por €j. una reacciéon con
fosfonita de Staudinger, segun lo descripto en la WO 2018/041985 A1, que esta incorporada
de este modo como referencia. Los compuestos de la férmula (ll), en donde Y es S o O,
pueden ser preparados utilizando técnicas y condiciones como se describe por €j. en la WO
2019/170710, que esta de este modo incorporada como referencia. De manera analoga a los
compuestos de la formula (1), en donde Y es S u O, como se describe en la WO 2019/170710,
los compuestos de la férmula (I1), en donde Y es CR®R’, puede prepararse, como ejemplos
ilustrativos, mediante sustitucion en el atomo de fésforo utilizando, por ej. un compuesto
organometalico adecuado, tal como por ej. un compuesto de Grignard o un compuesto de
organolitio. Una persona experta en el arte selecciona facilmente métodos y condiciones
adecuados para preparar compuestos de la férmula (II). La seccién de ejemplos de la
presente descripcion tambien comprende una guia de cOmo preparar u obtener los

compuestos de la formula (Il) y/o los conjugados de la férmula (1).
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[00393] La presente invencion también se relaciona con un conjugado de la férmula (1)
obtenible u obtenido mediante cualquier método de preparacion de un conjugado de la formula

(1) como se describe en la presente.

Composicion Farmacéutica

[00394] La presente invencion se relaciona ademas con una composicion farmacéutica

gue comprende un conjugado de la férmula (1).

[00395] La composicion farmacéutica puede comprender una poblacién de un
conjugado de la formula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina por
molécula de unién a receptor en la composicion es desde méas de 0 a aproximadamente 14,
preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 14, mas preferiblemente de
aproximadamente 2 a aproximadamente 14, ain mas preferiblemente de aproximadamente 4
a aproximadamente 14, aiin mas preferiblemente de aproximadamente 5 a aproximadamente
12, aun méas preferiblemente de aproximadamente 6 a aproximadamente 12, ain mas
preferiblemente de aproximadamente 6 a aproximadamente 10, incluso més preferiblemente
aproximadamente 8. En concordancia, la composicion farmacéutica puede comprender una
poblacién de un conjugado de la férmula (I), en donde el nimero promedio de fracciones de
camptotecina por molécula de unién a receptor en la composicion es desde mas de 0 a
aproximadamente 14. Preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una
poblacion de un conjugado de la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de
camptotecina por molécula de unién a receptor en la composicién es desde aproximadamente
1 a aproximadamente 14. Mas preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una
poblacién de un conjugado de la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de
camptotecina por molécula de unién a receptor en la composicién es desde aproximadamente
2 a aproximadamente 14. Alun mas preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende
una poblacion de un conjugado de la formula (1), en donde el nimero promedio de fracciones
de camptotecina por molécula de unibn a receptor en la composicion es desde
aproximadamente 4 a aproximadamente 14. Aun mas preferiblemente, la composicion
farmacéutica comprende una poblacion de un conjugado de la férmula (1), en donde el nUmero
promedio de fracciones de camptotecina por molécula de union a receptor en la composicion
es desde aproximadamente 5 a aproximadamente 12. Aln mas preferiblemente, la
composicion farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de la férmula (1), en
donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina por molécula de unién a receptor
en la composicion es desde aproximadamente 6 a aproximadamente 12. AUn mas

preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de

164



la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina por molécula de
unién a receptor en la composicion es desde aproximadamente 6 a aproximadamente 10.
Incluso mas preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una poblacién de un
conjugado de la formula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina por
molécula de unién a receptor en la composicion es aproximadamente 8. Cuando la molécula
de unién a receptor es, en algunas formas de realizacion preferidas, un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo, dicho niamero promedio también esta indicado como “proporcién
promedio de droga a anticuerpo (DARprom, por sus siglas en inglés)”. En este contexto, una
persona experta en el arte entiende que una composicion puede comprender una poblaciéon
de conjugados, que puede diferir en el numero de fracciones de camptotecina por molécula
de union a receptor, y que puede también comprender opcionalmente una molécula de unién
a receptor no conjugada, de modo que el resultado es un niumero promedio de fracciones de

camptotecina por molécula de unién a receptor.

[00396] La composicion farmacéutica puede comprender una poblacién de un
conjugado de la formula (I), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina C
por molécula de union a receptor es desde mas de 0 a aproximadamente 14, preferiblemente
de aproximadamente 1 a aproximadamente 14, mas preferiblemente de aproximadamente 1
a aproximadamente 12, aun mas preferiblemente, desde aproximadamente 2 a
aproximadamente 10, aun mas preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente
8, aun mas preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 6, aun mas
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 5, incluso mas preferiblemente
aproximadamente 4. En concordancia, la composicion farmacéutica puede comprender una
poblacién de un conjugado de la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de
camptotecina C por molécula de uniéon a receptor es desde mas de 0 a aproximadamente 14.
Preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de
la formula (1), en donde el numero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es desde aproximadamente 1 a aproximadamente 14. Mas
preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de
la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es desde aproximadamente 1 a aproximadamente 12. AUn mas
preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de
la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es desde aproximadamente 2 a aproximadamente 10. AUn mas
preferiblemente, la composicion farmacéutica comprende una poblacién de un conjugado de

la férmula (1), en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
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de unidén a receptor es desde aproximadamente 2 a aproximadamente 8. AUn mas
preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una poblacion de un conjugado de
la formula (1), en donde el numero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de unién a receptor es desde aproximadamente 2 a aproximadamente 6. AUn mas
preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una poblacion de un conjugado de
la formula (1), en donde el numero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es desde aproximadamente 3 a aproximadamente 5. Incluso mas
preferiblemente, la composicién farmacéutica comprende una poblacion de un conjugado de
la formula (1), en donde el numero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula
de union a receptor es aproximadamente 4. Cuando la molécula de unién a receptor es, en
algunas formas de realizacién preferidas, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, dicho
namero promedio también esta indicado como “proporcidon promedio de droga a anticuerpo
(DARprom)”.

[00397] La composicion farmacéutica puede comprender adem&s uno 0 mas
portadores farmacéuticamente aceptables. En una forma de realizacion especifica, el término
“farmacéuticamente aceptable” significa aprobado por una agencia regulatoria u otra
farmacopea generalmente reconocida para uso en animales y mas particularmente en seres
humanos. Los portadores farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en el arte e
incluyen, por ejemplo, soluciones acuosas tales como agua, dextrosa 5%, o solucion salina
fisiologicamente tamponada u otros solventes o vehiculos tales como glicoles, glicerol, aceites
tal como aceite de oliva, 0o ésteres organicos inyectables que son adecuados para
administracion a un ser humano o sujeto no humano. Los portadores farmacéuticamente
aceptable particulares a modo de ejemplo incluyen liposomas (biodegradables); microesferas
hechas de polimero biodegradables poli(acido D,L-lactico-acido glicélico) (PLGA);
microesferas de albumina; polimeros sintéticos (solubles); nanofibras; complejos proteina-
ADN, conjugados proteicos; eritrocitos o virosomas. Diversas formas de dosificacion basadas
en portadores comprenden nanoparticulas lipidicas soélidas (SLN, por sus siglas en inglés),
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas ceramicas, nanoparticulas de hidrogel,
nanoparticulas peptidicas copolimerizadas, nanocristales y nanosuspensiones, nanocristales,
nanotubos y nanoalambres, nanoportadores funcionalizados, nanoesferas, nanocapsulas,
liposomas, emulsiones lipidicas, microtabulos/microcilindros lipidicos, microburbujas lipidicas,
lipoesferas, lipopoliplexos, micelas lipidicas inversas, dendrimeros, etosomas, capsulas
ultrafinas multicompuestos, acuasomas, farmacosomas, coloidosomas, niosomas, discomas,
proniosomas, microesferas, microemulsiones y micelas poliméricas. Otros portadores y

excipientes farmacéuticamente aceptables estan descriptos inter alia en Remington's
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Pharmaceutical Sciences, 15 Ed., Mack Publishing Co., Nueva Jersey (1991) y Bauer et al.,
Pharmazeutische Technologie, 52 Ed., Govi-Verlag Frankfurt (1997). Ver, por ej. Remington:
The Science y Practice of Pharmacy, 212 edicion; Lippincott Williams & Wilkins, 2005.

[00398] En algunas formas de realizacién, un portador farmacéuticamente aceptable o
composicion son estériles. Una composicion farmacéutica puede comprender, ademas del
agente activo, compuestos fisiologicamente aceptables que actlan, por ejemplo, como
agentes de volumen, rellenos, solubilizantes, estabilizantes, agentes osmoticos,
potenciadores de la captacién, etc. Los compuestos fisiolégicamente aceptables incluyen, por
ejemplo hidratos de carbono tales como glucosa, sacarosa, lactosa; dextranos; polioles tales
como manitol; antioxidantes tales como &cido ascérbico o glutationa; conservantes; agentes

guelantes; buffers; u otros estabilizantes o excipientes.

[00399] La eleccion del(de los) portador(es) farmacéuticamente aceptable(s) y/o
compuesto(s) fisiol6gicamente aceptable(s) puede depender por ejemplo de la naturaleza del
agente activo, por ej. solubilidad, compatibilidad (lo que significa que las sustancias pueden
estar presentes en conjunto en la composicién sin interactuar de una manera que reduciria
sustancialmente la eficacia farmacéutica de la composicion farmacéutica en situaciones de

uso normales) y/o via de administracién de la composicion.

[00400] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden comprender una
cantidad terapéuticamente eficaz del Conjugado de la Férmula (1) descripto en la presente y
pueden estar estructuradas en varias formas, por €j. en forma sélida, liquida, gaseosa o
liofilizada y pueden estar, entre otras, en forma de un unglento, una crema, parches
transdérmicos, un gel, polvo, un comprimido, solucién, aerosol, granulos, pildoras,
suspensiones, emulsiones, capsulas, jarabes, liquidos, elixires, extractos, tinturas o extractos
fluidos 0 en una forma que sea particularmente adecuada para administracién topica u oral.
Son aplicables una variedad de vias de administracion del Conjugado de la Formula (1),
incluyendo pero no limitadas a, oral, topica, transdérmica, subcutdnea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular o intraocular. Sin embargo, la persona experta en el arte, si lo

desea, puede elegir facilmente cualquier otra ruta.

Uso en Métodos de Tratamiento

[00401] Como se muestra en los ejemplos, los conjugados de la formula (1) de la

presente invencion pueden utilizarse para tratamientos, en particular el tratamiento del
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cancer. En concordancia, la presente invencién se relaciona ademas con un conjugado de la
férmula (I) de la invencién para uso en un método de tratamiento de una enfermedad,
opcionalmente que comprende la administracion de una cantidad eficaz del conjugado de la
invencién o la composicién farmacéutica de la invencién a un sujeto o paciente que lo necesita.
También, la presente invencién se relaciona con una composicion farmacéutica de la
invencién para uso en un método de tratamiento de una enfermedad, opcionalmente que
comprende la administracion de una cantidad eficaz del conjugado de la invencion o la
composicion farmacéutica de la invencion a un sujeto o paciente que lo necesita. La
enfermedad puede estar asociada con la sobreexpresién de CD30. La enfermedad puede
estar asociada con la sobreexpresién de Her2. La enfermedad puede ser cancer. El cancer
puede ser un tumor sélido. La enfermedad puede ser un cancer asociado con la
sobreexpresion de CD30. La enfermedad puede ser un cancer asociado con la
sobreexpresion de Her2.

[00402] La presente invencion también se relaciona con el uso de un conjugado de la
formula (1) de la invencioén para la fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad.
La presente invencién también se relaciona con el uso de una composicion farmacéutica de
la invencion para la fabricacibn de un medicamento para tratar una enfermedad. La
enfermedad puede estar asociada con la sobreexpresién de CD30. La enfermedad puede
estar asociada con la sobreexpresién de Her2. La enfermedad puede ser cancer. El cancer
puede ser un tumor sélido. La enfermedad puede ser un cancer asociado con la
sobreexpresion de CD30. La enfermedad puede ser un cancer asociado con la

sobreexpresion de Her2.

[00403] La presente invencion también se relaciona con un método para tratar una
enfermedad, que comprende la administracioén de una cantidad eficaz de un conjugado de la
férmula (I) de la invencion a un sujeto o paciente que lo necesita. La presente invencién
también se relaciona con un método para tratar una enfermedad, que comprende la
administracién de una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica de la invencién a un
sujeto o paciente que lo necesita. La enfermedad puede estar asociada con la sobreexpresion
de CD30. La enfermedad puede estar asociada con la sobreexpresion de Her2. La
enfermedad puede ser cancer. El cancer puede ser un tumor sélido. La enfermedad puede
ser un cancer asociado con la sobreexpresion de CD30. La enfermedad puede ser un cancer

asociado con la sobreexpresion de Her2.
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[00404] La frase “cantidad eficaz” se refiere en general a una cantidad de un agente
terapéutico (por €j. el conjugado de la invencion) que, cuando se utiliza solo 0 en combinacién
con otro agente terapéutico, protege a un sujeto contra el comienzo de una enfermedad o
promueve la regresion de la enfermedad evidenciada por una disminucion en la gravedad de
los sintomas de la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracion de periodos libre de
sintomas de la enfermedad, o la prevencién de deterioro o discapacidad debido a la afliccion
de la enfermedad. La capacidad de un agente terapéutico de promover la regresiéon de la
enfermedad puede evaluarse utilizando una variedad de métodos conocidos para el
profesional experto, tal como en sujetos humanos durante ensayos clinicos, en sistemas de
modelos animales predictivos de la eficacia en seres humanos, o ensayando la actividad del
agente en ensayos in vitro. La cantidad exacta dependera del propoésito del tratamiento, y
seréa discernible para un experto en el arte utilizando técnicas conocidas (ver, por ejemplo,

Lloyd (1999) The Art, Science y Technology of Pharmaceutical Compounding).

[00405] Ademas, la presente invencién se relaciona con un conjugado de la formula (1)
como se describe en la presente para uso en un método de tratamiento de cancer en un
paciente. La presente invencion también se relaciona con una composicion farmacéutica
como se describe en la presente para uso en un método de tratamiento de cancer en un
paciente. El término "paciente" significa de acuerdo con la invencion un ser humano, un
primate no humano u otro animal, en particular un mamifero tal como una vaca, caballo, cerdo,
oveja, cabra, perro, gato o un roedor tal como un ratén y rata. En formas de realizacion
particularmente preferidas, el paciente es un ser humano. Excepto cuando se indique, los
términos “paciente” o “sujeto” se utilizan indistintamente. EIl término “tratamiento” en todas
sus formas gramaticales incluye tratamiento terapéutico o profilactico. Un “tratamiento
terapéutico o profilactico” comprende tratamientos profilacticos destinados a la prevencién
completa de manifestaciones clinicas y/o patolégicas o un tratamiento terapéutico destinado
a mejorar o remitir manifestaciones clinicas y/o patoldgicas. El término “tratamiento” incluye

asi también la mejora o prevencion de enfermedades.

[00406] Un Conjugado de la Formula (I) de la presente invencién puede ser
administrado en cualquier dosis que sea terapéuticamente eficaz. El limite superior es
usualmente una dosis que aun es segura de administrar en términos de efectos secundarios.
Como ejemplos ilustrativos un conjugado de la invencion puede ser administrado a una dosis
(eficaz) de 20 mg/kg, 18 mg/kg, 16 mg/kg, 14 mg/kg, 12 mg/kg, 10 mg/kg, 9 mg/kg, 8 mg/kg,
7 mg/kg, 6 mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, 1 mg/kg, 0,5 mg/kg o 0,25 mg/kg. Esta
dosis puede administrarse durante una dada cantidad de tiempo, por ejemplo a lo largo de
tres o cuatro semanas (21 dias a 28 dias), un periodo que también es llamado “ciclo de
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tratamiento”. Dicho ciclo de tratamiento puede repetirse, dependiendo de la progresién o
regresion de la enfermedad, es decir el resultado del tratamiento. Como un ejemplo ilustrativo,
un conjugado de la férmula (1) puede ser administrado en las cantidades que, por ejemplo,
con recomendadas para Enhertu para el tratamiento de pacientes adultos con cancer de
mama positivo para HER2 no extirpable o metastasico. En esta indicacion, la dosificacion
recomendada de Enhertu es 5,4 mg/kg dada como una infusién intravenosa una vez cada 3
semanas (ciclo de 21 dias) hasta la progresién de la enfermedad o toxicidad inaceptable. En
dicho ciclo de tratamiento, el conjugado puede ser administrado de una manera similar o la
misma que Enhertu, es decir en primera infusion en la cual el conjugado es infundido durante
90 minutos y en subsiguiente infusién, donde el conjugado es administrado durante 30 minutos
si se toleraron bien las infusiones previas. En linea con esto, un conjugado de la invencion
puede ser administrado a un paciente mediante cualquier modo adecuado, por ejemplo
mediante inyeccion o infusion tal como infusion intravenosa. En particular, un conjugado de
la invencion puede ser administrado a una dosis (eficaz) de 5 mg/kg dado como una infusién

intravenosa, por ej. una vez cada tres semanas.

[00407] El término “cancer”, como se utiliza en la presente, puede indicar cualquier
cancer, por ej. preferiblemente dicho cancer esta seleccionado del grupo que consiste en:
Céancer de mama, Cancer de cabeza y cuello, Cancer de ovario, Cancer de endometrio,
Cancer de cérvix uterino, Cancer rectal, Cancer de colon, Cancer de eso6fago, Cancer de
estbmago, Cancer de pulmén, Cancer renal, Cancer de glandulas suprarrenales, Cancer de
vejiga, Cancer de higado, Sarcoma, Cancer cerebral, Nevos y Melanomas, Cancer urogenital,
Cancer de proéstata, Carcinoma de células escamosas de la vulva, Cancer orofaringeo, Cancer
de glandulas endocrinas, Cancer toracico, Mesotelioma, Cancer de pancreas,
Colangiocarcinoma, Canceres sanguineos, Retinoblastoma, Cancer de tiroides, Cancer de las
trompas de Falopio; adicionalmente preferiblemente dicho cancer es un cancer sélido, por €j.
seleccionado del grupo que consiste en: Cancer de mama, Cancer de cabeza y cuello, Cancer
de ovario, Cancer de endometrio, Cancer de Utero (por €j. incluyendo canceres de las laminas
musculares), Cancer cervical, Cancer rectal, Cancer de colon, Cancer anal, Cancer de
esOfago, Cancer de estdbmago, Cancer de pulmén, Cancer renal, Cancer de glandulas
suprarrenales, Cancer de vejiga, Cancer de higado, Sarcoma (por e€j. incluyendo
osteosarcoma y sarcoma de Kaposi), Cancer cerebral (por €j. incluyendo tumores de la
pituitaria), canceres Nevos y Melanoma, Canceres de piel (por €j. incluyendo carcinoma de
células escamosas y melanoma), Cancer urogenital (por ej. y cancer de uréter y vejiga, cancer
testicular, cancer de prostata, cancer de pene), Cancer de préstata, Carcinoma de células

escamosas de la vulva, Cancer orofaringeo, Cancer de glandulas endocrinas, Cancer
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toracico, Mesotelioma, Cancer de pancreas, Colangiocarcinoma, Canceres sanguineos (por
ej. incluyendo linfoma, leucemia, mieloma, Sindromes mielodisplasicos, mielofibrosis),
Canceres oculares (por €j. incluyendo Retinoblastoma), Tumores neuroendocrinos, Cancer
de primario desconocido (CUP, por sus siglas en inglés)). Preferiblemente dicho cancer es
un cancer sélido y/o metastasico, adicionalmente preferiblemente dicho cancer esta
seleccionado del grupo que consiste en: cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer de
tiroides, carcinoma de pulmoén de células no pequefias ho escamosas, carcinoma de ovario
no mucinoso, carcinoma papilar de tiroides, cancer renal, cancer de endometrio, cancer de
Utero, cancer de uréter, cancer de vejiga y cancer de las trompas de Falopio. Dicho cancer
puede ser también seleccionado del grupo que consiste en Cancer en Adolescentes,
Carcinoma adrenocortical, Cancer anal, Astrocitomas, Tumor Teratoide/Rhabdoide Atipico,
Carcinoma de células basales, Cancer del conducto biliar, Cancer de vejiga, Cancer 6seo,
Tumores cerebrales, Cancer de mama, Tumores bronquiales, Cancer cervical, Cordoma,
Neoplasmas mieloproliferativos cronicos, Cancer colorrectal, Craneofaringioma, Tumores
embrionales, Meduloblastoma y Otros del sistema nervioso central, Nifiez (Cancer cerebral),
Céancer de endometrio (Cancer uterino), Ependimoma, Nifiez (Cancer cerebral), Cancer
esofagico, Estesioneuroblastoma (Cancer de cabeza y cuello), Sarcoma de Ewing(Cancer
0seo0), Tumor de células germinales extracraneales, Nifiez, Tumor de células germinales
extragonadales, Cancer de las trompas de Falopio, Cancer de glandulas salivares, Cancer
gastrico (Estbmago), Tumor carcinoide Gastrointestinal, Tumores estromales
gastrointestinales (GIST, por sus siglas en inglés), Enfermedad trofoblastica gestacional,
Cancer de cabeza y cuello, Tumores cardiacos, Cancer hepatocelular (Higado), Histiocitosis,
Cancer hipofaringeo, células de Langerhans (Cancer de cabeza y cuello), Melanoma
Intraocular, Tumores de las células isletas, Tumores pancreaticos neuroendocrinos, Sarcoma
de Kaposi (Sarcoma de tejido blando), Cancer de rifidn (Cancer renal), Histiocitosis de células
de Langerhans, Cancer laringeo (Cancer de cabeza y cuello), Cancer de labios y cavidad oral
(Cancer de cabeza y cuello), Cancer de higado, Cancer de pulmén, Cancer de mama
masculino, Melanoma, Melanoma, Intraocular (Ojo), Carcinoma de células de Merkel (Cancer
de piel), Mesotelioma, Maligno, Cancer de boca (Cancer de cabeza y cuello), Sindromes de
neoplasias endocrinas multiples, Cancer de la cavidad nasal y seno paranasal (Cancer de
cabeza y cuello), Cancer nasofaringeo (Cancer de cabeza y cuello), Neuroblastoma, Cancer
de pulmén de células no pequefias, Cancer Oral, Cancer de labios y cavidad oral y Cancer
orofaringeo (Céncer de cabeza y cuello), Osteosarcoma, Céncer de ovario, Cancer
pancreatico, Papilomatosis (Laringeo de nifiez), Paraganglioma, Céancer de senos
paranasales y cavidad nasal (Cancer de cabeza y cuello), Cancer de paratiroides, Cancer de

pene, Cancer faringeo (Cancer de cabeza y cuello), Feocromocitoma, Tumor pituitario,
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Blastoma Pleuropulmonar (Cancer de pulmén), Linfoma del Sistema nervioso central primario
(CNS, por sus siglas en inglés), Cancer peritoneal primario, Cancer de prostata, Tumor
miofibroblastico inflamatorio pulmonar (Cancer de pulmon), Cancer Rectal, Cancer de célula
renales (Rifidn), Retinoblastoma, Rhabdomiosarcoma, Nifiez (Sarcoma de tejido blando),
Cancer de glandulas salivares (Cancer de cabezay cuello), Cancer de piel, Cancer de células
pequefias de pulmén, Cancer del intestino delgado, Sarcoma de tejido blando, Carcinoma de
células escamosas de la piel — ver Cancer de piel, Cancer de cuello escamoso con primario
oculto, Metastasico (Cancer de cabeza y cuello), Cancer de estbmago (gastrico), Cancer
testicular, Timoma y Carcinoma timico, Cancer de tiroides, Traqueotumores bronquiales
(Cancer de pulmon), Cancer de células transicionales de la pelvis renal y uréter (Cancer de
rifidn (Células renales)), Uréter y pelvis renal, Cancer de células transicionales (Cancer de
rifion (Células renales), Cancer de uretra, Cancer uterino, Sarcoma uterino de endometrio,
Céancer vaginal, Tumores Vasculares (Sarcoma de tejido blando), Cancer Vulvar, y Tumor de

Wilms y otros tumores renales de la nifiez.

[00408] Mediante "tumor" se indica un grupo de células o tejido que se forma por
proliferacion celular desregulada, en particular cancer. Los tumores pueden mostrar una
carencia parcial o completa de organizacion estructural y coordinacion funcional con el tejido
normal, y usualmente forman una masa distinta de tejido, que puede ser ya sea benigna o
bien maligna. En particular, el término "tumor" se refiere a un tumor maligno. El término
“tumor” puede referirse a un tumor sélido. De acuerdo con una forma de realizacion, el término
"tumor” o "célula tumoral" también se refiere a canceres no sélidos y células de canceres no
sélidos tales como células de leucemia. De acuerdo con otra forma de realizacién, los
respectivos canceres no solidos o células de los mismos no estan abarcados por los términos

“tumor” y “célula tumoral”.

[00409] “Metastasis” significa la dispersion de células cancerosas desde su sitio original
a otra parte del cuerpo. La formacion de metastasis es un proceso muy complejo y
normalmente involucra el desprendimiento de células cancerosas de un tumor primario, el
ingreso a la circulacion sanguinea y el establecimiento para crecer dentro de tejidos normales
en cualquier parte del cuerpo. Cuando las células tumorales hacen metastasis, el nuevo tumor
es llamado tumor secundario o metastasico, y las células normalmente se parecen a aquellas
en el tumor original. Esto significa, por ejemplo, que si un cancer de mama hace metastasis
en los pulmones, el tumor secundario esta constituido por células mamarias anormales, no de
células pulmonares anormales. EI tumor en el pulmén es llamado entonces cancer

metastésico de mama, no cancer de pulmon.
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items de lainvencion

La invencion se relaciona ademas con los siguientes items:

1. Un conjugado que tiene la formula (1):
I
RBM X P. L
s"J \\Y/ \cm
OR!
v

" (0,

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:

RBM es una molécula de unién a receptor;

es un doble enlace; o

es un enlace;
V estd ausente cuando es un doble enlace; o
\% es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
X es R37C cuando - es un doble enlace; o
Ra
|
X es R37C cuando es un enlace:

Y es NR®, S, O, o CR®RY;

R? es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R3 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido;
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R4 es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;

RS es H; un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

RS es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccion de camptotecina;

es un entero en elrangode 1 a 10; y

> 3 O -

es un entero en el rango de 1 a 20.

El conjugado del item 1, en donde:

R3 es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R® es H;

R* cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R*, cuando esta
presente, es H;

R® cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta
presente, es H;

R® cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta
presente, es H; y

R’ cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R’, cuando esta

presente, es H.

El conjugado del item 1 0 2, en donde - es un doble enlace; V esta ausente; X es
Rs~C, y R3 es H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (Ci-Cg); mas

preferiblemente R® es H.

El conjugado del item 1 o0 2, en donde es un enlace; V es H o alquilo (C:-Cs),
||?4

preferiblemente V es H; X es Rs—C ; Rz es H o un residuo alifatico opcionalmente

sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido; mas preferiblemente R3 es

H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R® es H; R* es H o un residuo alifatico

174



opcionalmente sustituido o un residuo aromético opcionalmente sustituido;

preferiblemente, R* es H o alquilo (C:-Cs), preferiblemente R* es H.

El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde la molécula de
unidn a receptor esta seleccionada del grupo que consiste en un anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo, y una molécula proteinacea de unién con propiedades de

unién de tipo anticuerpo.

El conjugado del item 5, en donde la molécula de unién a receptor es un anticuerpo,

preferiblemente en donde el anticuerpo esta seleccionado del grupo que consiste en
un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo humano, y un anticuerpo de dominio Unico, tal como un anticuerpo de

dominio Unico de camélido o tiburén.

El conjugado del item 5, en donde la molécula de union a receptor es un fragmento de

anticuerpo,

preferiblemente en donde el fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
divalente,

mas preferiblemente en donde el fragmento de anticuerpo divalente esta
seleccionado del grupo que consiste en un fragmento (Fab),’, un fragmento Fv de
cadena simple divalente, un anticuerpo redireccionante de afinidad dual (DART), y un

diacuerpo; o

preferiblemente en donde el fragmento de anticuerpo es un fragmento de anticuerpo
monovalente,

mas preferiblemente en donde el fragmento de anticuerpo monovalente esta
seleccionado del grupo que consiste en un fragmento Fab, un fragmento Fv, y un

fragmento Fv de cadena simple (scFv).

El conjugado del item 5, en donde la molécula de union a receptor es una molécula
proteinacea de union con propiedades de unién de tipo anticuerpo,

preferiblemente en donde la molécula proteinacea de unién con propiedades de unién
de tipo anticuerpo esta seleccionada del grupo que consiste en una muteina basada

en un polipéptido de la familia de la lipocalina, un glucuerpo, una proteina basada en
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9a.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

la estructura de la anquirina, una proteina basada en la estructura cristalina, una

adnectina, un avimero, una DARPIn, y un aficuerpo.
El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde Y es NH.
El conjugado del item 9, en donde la molécula de unién a receptor es un anticuerpo.

El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde el enlazador L es

escindible.
El conjugado del item 10, en donde el enlazador L es escindible por una proteasa, una
glucuronidasa, una sulfatasa, una fosfatasa, una esterasa, o mediante reduccion de

disulfuros.

El conjugado del item 11, en donde el enlazador L es escindible por una proteasa,
preferiblemente por una catepsina tal como catepsina B.

El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde el enlazador L

comprende una fraccién valina-citrulina.

El conjugado del item 13, en donde el enlazador L es:

o o} o)k

ZT

Iz
Iz

A

N NH
H 2

en donde # indica el punto de unién a Y y * indica el punto de unién a la fraccién de

camptotecina.

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 12, en donde el enlazador L

comprende una fraccion valina-alanina.
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16.

17.

18.

19.

El conjugado del item 15, en donde el enlazador L es:

0]

o o A
Foasased

en donde * indica el punto de unién a Y y ## indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina.

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 9, en donde el enlazador no es
escindible.

El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde R! es una primera
unidad de polialquilenglicol RF.

El conjugado del item 18, en donde la primera unidad de polialquilenglicol RF

comprende 1 a 100 subunidades que tienen la estructura:

alquileno-{Cz-Cs)Y|

EN /O\jf

preferiblemente en donde RF es

; ;
(alquileno-{Cz-Cs)q KF
u]

en donde:
5 indica la posicién del O;
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20.

21.

21a.

21b.

21c.

21d.

KF esta seleccionado del grupo que consiste en -H, -PO3H, -alquilo (C1-Cio), -alquil
(Cl-Clo)-SO3H, —anuiI (Cz-Clo)-C02H, -8.|C]Ui| (Cz-Clo)-OH, -8.|C]Ui| (Cz-clo)-NHz,
-alquil  (C2-Ci0)-NH-alquilo (Ci-C3) y -alquil (C2-Cig)-N(alquilo (Ci-C3))z;

preferiblemente K- es H; y

[@]

es un entero en el rango de 1 a 100.
El conjugado del item 18 0 19, en donde R! es una primera unidad de polietilenglicol.

El conjugado del item 17, en donde la primera unidad de polietilenglicol R comprende

1 a 100 subunidades que tienen la estructura:
771/\/0\;5

preferiblemente en donde RF es:

T

en donde

; indica la posicion del O;

KF estd seleccionado del grupo que consiste en -H, -PO3H, -alquilo (C1-Cio), -alquil
(C1-C10)-SO3H, -alquil (C2-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NHz,
-alquil  (C2-Ci0)-NH-alquilo (Ci-C3) y -alquil (C2-Cig)-N(alquilo (Ci1-C3))z;

preferiblemente K™ es H; y

(@]

es un entero en el rango de 1 a 100.

El conjugado del item 21, en donde KF es H.

El conjugado del item 21 0 21a, en donde o esta en el rango de 8 a 30.

El conjugado del item 21b, en donde 0 esta en el rango de 20 a 28.

El conjugado del item 21c, en donde o es 22, 23, 24, 25 o0 26.
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22.

23.

24,

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 13, 15y 17 a 21d, en particular uno
cualquiera de los items 18 a 21d, en donde el enlazador comprende una segunda
unidad espaciadora A, siendo dicha segunda unidad espaciadora A un grupo Z,

teniendo dicho grupo Z la siguiente estructura:

en donde:

L es una unidad conectora paralela;

RS es, cada una independientemente, una segunda unidad de polialquilenglicol;

M es, cada una independientemente, un enlace o una fracciéon que une RS con L";

s* es un entero en el rango de 1 a 4; preferiblemente, s*es 1;y

las lineas onduladas indican el punto de union a -Y- y a la otra parte del enlazador,
cuando est4 presente, o a una fraccion de camptotecina (-C).

El conjugado del item 22, en donde M esta cada una independientemente
seleccionada del grupo que consiste en -NH-, -O-, -S-, -C(0)-O-, -C(O)-NH- y -
alquileno (C1-Cao)-; preferiblemente cada M es -O-.

El conjugado de uno cualquiera de los items 22 a 23, en donde la segunda unidad de

polialquilenglicol RS, cada una independientemente, comprende 1 a 100 subunidades

que tienen la estructura:

]
~ ~
5 alquileno-{Cz-Ca)| \:_yé

preferiblemente en donde RS es, cada una independientemente,
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25.

26.

§ -
(alquileno-{Cz-Cs) 1 KkF
o

en donde:

; indica la posicion de M en el grupo Z;

KS esta seleccionado del grupo que consiste en -H, -PO3H, -alquilo (C1-Cio), -alquil
(C1-C10)-SO3H, -alquil (C2-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NH,
-alquil  (C2-Ci0)-NH-alquilo (Ci1-C3) y -alquil (C2-Cio)-N(alquilo (Ci-Ca))2;
preferiblemente KS es H; y

p es un entero en el rango de 1 a 100.

El conjugado de uno cualquiera de los items 22 a 24, en donde RS es, cada una

independientemente, una segunda unidad de polietilenglicol.

El conjugado del item 25, en donde la segunda unidad de polietilenglicol RS, cada una

independientemente, comprende 1 a 100 subunidades que tienen la estructura:
o

preferiblemente en donde RS es, cada una independientemente:

en donde

; indica la posicién de M en el grupo Z;
KS esta seleccionado del grupo que consiste en -H, -PO3H, -alquilo (C1-Cio), -alquil
(C1-C10)-SO3H, -alquil (C,-C10)-CO2H, -alquil (C2-C10)-OH, -alquil (C2-C10)-NH,
-alquil  (C»-Ci0)-NH-alquilo (C:-Cs) y -alquil (C,-Cig)-N(alquilo (C1-C3))2;
preferiblemente KS es H; y
p es un entero en el rango de 1 a 100.
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27. El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde la fraccién de
camptotecina C estd seleccionada del grupo que consiste en exatecan, SN38,
camptotecina, topotecan, irinotecan, belotecan, lurtotecan, rubitecan, silatecan,

cositecan, y gimatecan.

28. El conjugado del item 27, en donde la fraccion de camptotecina C es exatecan que

tiene la férmula:

preferiblemente que tiene la férmula:

29. El conjugado del item 28, en donde el exatecan esta unido al enlazador L mediante el

grupo amino.

181



30.

31.

32.

33.

33a.

El conjugado de uno cualquiera de los items precedentes, en donde el numero de
fracciones de camptotecina C por molécula de union a receptor es desde 1 a 14,
preferiblemente de 2 a 14, mas preferiblemente de 4 a 14, ain mas preferiblemente
de 5 a 12, aun mas preferiblemente de 6 a 12, ain mas preferiblemente de 7 a 10,

incluso mas preferiblemente 8.

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 29, en donde el nimero de fracciones
de camptotecina C por molécula de unidn a receptor es desde 1 a 14, preferiblemente
de 1 a 12, mas preferiblemente de 2 a 10, aun mas preferiblemente de 2 a 8, aln mas
preferiblemente de 2 a 6, aun mas preferiblemente de 3 a 5, incluso mas

preferiblemente 4.

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 29, en donde m es un entero en el
rango de 1 a 4, preferiblemente 1 o 2, mas preferiblemente 1; y
n es un entero en el rango de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, mas preferiblemente
de 2 a 10, aun més preferiblemente de 4 a 10, aun mas preferiblemente de 6 a 10, aln
mas preferiblemente de 7 a 10, incluso mas preferiblemente 8.

El conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 29, en donde m es un entero en el
rango de 1 a 4, preferiblemente 1 0 2, mas preferiblemente 1;y

n es un entero en el rango de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10, mas preferiblemente
de 2 a 8, alin mas preferiblemente de 3 a 6, alin mas preferiblemente 4 o0 5, incluso

mas preferiblemente 4.

Un conjugado que tiene la formula (1):

O]
|

P L
s"J \\Y/ \Cm
OR!

v
: OF
0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:
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RBM es un anticuerpo;

es un doble enlace; o

es un enlace;
V estd ausente cuando es un doble enlace; o
V es H cuando es un enlace;
X es R37C cuando - es un doble enlace; o
Ra
[
X es Rs7C cuando es un enlace;
Y es NH;

R? es una unidad de polietilenglicol que tiene la estructura:

@)
771‘ KF

[0}
en donde:
5 indica la posicién del O;
KF esH;y
0 es un entero en el rango de 8 a 30;
R3 es H;
R* es H;
L es un enlazador que tienen la siguiente estructura:
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33b.

33c.

33d.

Iz
ZT
Iz

A

N NH
N 2

en donde # indica el punto de unién a Y y * indica el punto de unién a la fraccion de
camptotecina (C);

C es una fraccion de camptotecina;
m esl;y
n es un entero en el rango de 1 a 10.

El conjugado del item 33a, en donde la fracciébn de camptotecina C es exatecan que

tiene la férmula:

El conjugado del item 33a o 33b, en donde el exatecan esta unido al enlazador L

mediante el grupo amino.

El conjugado de uno cualquiera de los items 33a a 33c, en donde o esta en el rango
de 20 a 28.
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33e.

33f.

33g.

33h.

33i.

34.

El conjugado del item 33d, en donde o es 22, 23, 24, 25 0 26.

El conjugado de uno cualquiera de los items 33a a 33e, en donde n esta en el rango
de 2 a 10.

El conjugado del item 33f, en donde n es 4.

El conjugado del item 33f, en donde n es 8.

Un conjugado que tiene la siguiente férmula (1a):

(1),
en donde RBM es un anticuerpo.

Un compuesto que tiene la formula (11):
ﬁ
X s P. L
‘s/ \\ / \
Y Cm
OR?
\ (1,
0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:
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35.

X < < \\‘\\

< X

RS

R4

R5

RG

R7

es un triple enlace; o

es un doble enlace;

esta ausente cuando {,’3:‘ es un triple enlace; o

es H o alquilo (C1-Csg) cuando 'f es un doble enlace;

=

es R37C cuando
Ra

es un triple enlace; o

es Ry—C cuando = es un doble enlace;

es NR%, S, O, o CR®RY;

es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccién de camptotecina; y

es un entero en el rango de 1 a 10.

El compuesto del item 34, en donde:

RS
R4

es H o alquilo (C;-Cs); preferiblemente R® es H;
cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R*, cuando esta

presente, es H;

R5

cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta

presente, es H;

RG

cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta

presente, es H; y

R7

cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R’, cuando esta

presente, es H.
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36.

37.

38.

39.

El compuesto del item 34 o 35, en donde *ff”{ es un triple enlace; V esta ausente; X

es Rs~C; y R® es H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo
aromatico opcionalmente sustituido; preferiblemente R® es H o alquilo (C1-Cs), mas
preferiblemente R es H.

El compuesto del item 34 o 35, en donde *ff”{ es un doble enlace; V es H o alquilo

Ra
|

(C1-Cs), preferiblemente V es H; X es Rs—C : R® es H o un residuo alifatico
opcionalmente sustituido o0 un residuo aromatico opcionalmente sustituido;
preferiblemente R2 es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R® es H; R* es H o un
residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético opcionalmente

sustituido; preferiblemente R* es H o alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R* es H.
El compuesto de uno cualquiera de los items 34 a 37, en donde RBM, V, X, Y, R}, R?,
R4 R® R® R’, L, C, my n son como se define en uno cualquiera de los items 1 a 33i;

preferiblemente, Y es NH.

Un método de preparacion de un conjugado de la formula (1), comprendiendo dicho
método:

hacer reaccionar un compuesto de la férmula (11)
ﬁ
X 2. P. L
.\/ \ / \
Y Cm
OR!
\% (mn,
0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;
en donde:

Z
Z

es un triple enlace; o

es un doble enlace;
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R3

RA

RS

RG

R7

esta ausente cuando 'f:;f es un triple enlace; o

es H o alquilo (C1-Csg) cuando # es un doble enlace;

es R37C cuando /f/’: es un triple enlace; o

|I?4
es Rs~C cuando = es un doble enlace;
es NR%, S, O, o CR®RY;
es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;
es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico
opcionalmente sustituido;
es un enlazador;
es una fraccion de camptotecina; y

es un entero en elrangode 1 a 10; y

con una molécula que contiene tioles de la formula (111)

RBM—F SH)n (|||)

en donde RBM es una molécula de unién a receptor; y

n es un entero en el rango de 1 a 20;

dando como resultado un compuesto de la formula (1)
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enlace;

enlace;

oo

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo;

en donde:

(0]

Rl
R3
R4
R5

RG

es un doble enlace cuando »;:'; en un compuesto de la férmula (Il) es un triple

es un enlace cuando f—f/’: en un compuesto de la férmula (II) es un doble

estd ausente cuando es un doble enlace; o

es H o alquilo (C1-Cg) cuando es un enlace;
es R37C cuando - es un doble enlace; o

Ra

[
es Rs7C cuando es un enlace;

es NR®, S, O, o CR®R”;

es un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico
opcionalmente sustituido;

es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromatico

opcionalmente sustituido;
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40.

41.

42.

43.

R’ es H; o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aromético
opcionalmente sustituido;

es un enlazador;

es una fraccion de camptotecina;

es un entero en elrangode 1 a 10; y

S 3 O -

es un entero en el rango de 1 a 20.

El método del item 39, en donde:

R3 es H o alquilo (C;-Cs); preferiblemente R® es H;

R* cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R*, cuando esta
presente, es H;

R® cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta
presente, es H;

R® cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R®, cuando esta
presente, es H; y

R’ cuando esta presente es H o alquilo (C1-Cs); preferiblemente R’, cuando esta
presente, es H.

El método del item 39 o 40, en donde 'f es un triple enlace; V esta ausente; X es

Rs=C; R3 es H o un residuo alifatico opcionalmente sustituido o un residuo aroméatico

opcionalmente sustituido, preferiblemente R3 es H o alquilo (Ci-Cs), mas

preferiblemente R2es H,y ~  es un doble enlace.

El método del item 39 o 40, en donde ”5;'/
Ra

es un doble enlace; V es H o alquilo (C:-
|

Cs), preferiblemente V es H; X es R3—C , R® es H o un residuo alifatico opcionalmente

sustituido o un residuo aromatico opcionalmente sustituido, preferiblemente R® es H o

alquilo (C1-Cs), mas preferiblemente R® es H; R* es H o alquilo (C;:-Csg), preferiblemente

R‘esH;y es un enlace.

El método de uno cualquiera de los items 39 a 42, en donde la reaccion es realizada

a pH neutro o condiciones ligeramente basicas, preferiblemente a un pH desde 6 a 10.
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44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

El método de uno cualquiera de los items 39 a 43, que comprende ademas reducir al
menos un puente disulfuro de la molécula de unién a receptor en presencia de un

agente reductor para formar un grupo tiol (SH).

El método del item 44, en donde el agente reductor esta seleccionado del grupo que
consiste en tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), ditiotreitol (DTT), ditionito de sodio,
tiosulfato de sodio, y sulfito de sodio;

preferiblemente en donde el agente reductor es tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP).

El método del item 44 o0 45, en donde la reduccién de al menos un puente disulfuro
comprende utilizar aproximadamente 1 a aproximadamente 3 equivalentes,
preferiblemente aproximadamente 1 a aproximadamente 2 equivalentes, mas
preferiblemente aproximadamente 1 equivalente del agente reductor por cada puente
disulfuro a ser reducido.

El método de uno cualquiera de los items 39 a 46, en donde la molécula que contiene
tioles de la férmula (lll) se hace reaccionar con aproximadamente 1 a
aproximadamente 4 equivalentes, preferiblemente aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 equivalentes, méas preferiblemente aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 equivalentes, aun mas preferiblemente aproximadamente 1,5

equivalentes del compuesto de la férmula (I1) por cada grupo tiol (SH).

El método de uno cualquiera de los items 39 a 47, en donde la reaccién de un
compuesto de la férmula (Il) con una molécula que contiene tioles de la formula (lll) es

llevada a cabo en un medio acuoso.
El método de uno cualquiera de los items 39 a 48, en donde RBM, V, X, Y, R, R3, R4,
R% R® R’, L, C, my n son como se define en un cualquiera de items 1 a 33i;

preferiblemente Y es NH,.

Un conjugado de la Férmula (I) obtenible u obtenido mediante un método de uno

cualquiera de los items 39 a 49.

Una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de uno cualquiera de los
items 1 a 33i 0 50.
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52.

53.

54.

55.

55a.

56.

57.

La composicion farmacéutica del item 51, en donde la composicion farmacéutica
comprende una poblacién de un conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 33, y
en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina por molécula de unién a
receptor en la composicion es desde mas de 0 a aproximadamente 14, preferiblemente
de aproximadamente 1 a aproximadamente 14, mas preferiblemente de
aproximadamente 2 a aproximadamente 14, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 4 a aproximadamente 14, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 12, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 6 a aproximadamente 12, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 6 a aproximadamente 10, incluso mas preferiblemente

aproximadamente 8.

La composicién farmacéutica del item 51, en donde la composicion farmacéutica
comprende una poblaciéon de un conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 33, y
en donde el nimero promedio de fracciones de camptotecina C por molécula de unién
a receptor es desde mas de 0 a aproximadamente 14, preferiblemente de
aproximadamente 1 a aproximadamente 14, méas preferiblemente de
aproximadamente aproximadamente 12, aun mas preferiblemente, de
aproximadamente aproximadamente 10, aun mas preferiblemente de
aproximadamente

aproximadamente aproximadamente 6, alun mas preferiblemente de

w N N N P

a
a
a aproximadamente 8, aun mas preferiblemente de
a
a

aproximadamente aproximadamente 5, incluso mas preferiblemente

aproximadamente 4.

Un conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 33i 0 50 para uso en un método de

tratamiento de una enfermedad.
El conjugado para uso del item 54, en donde la enfermedad es cancer.
El conjugado para uso del item 55, en donde el cancer es un tumor sdlido.

Una composicion farmacéutica de uno cualquiera de los items 51 a 53 para uso en un

método de tratamiento de una enfermedad.

La composicion farmacéutica para uso del item 56, en donde la enfermedad es cancer.
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58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

La composicion farmacéutica para uso del item 57, en donde el cancer es un tumor

sélido.

Uso de un conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 33i 0 50 para la fabricacion

de un medicamento para tratar una enfermedad.

El uso de item 59, en donde la enfermedad es cancer.

El uso de item 60, en donde el cancer es un tumor solido.

Uso de una composicion farmacéutica de uno cualquiera de los items 51 a 53 para la

fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad.

El uso de item 62, en donde la enfermedad es cancer.

El uso de item 63, en donde el cancer es un tumor solido.

Un método para tratar una enfermedad, que comprende la administracion de una
cantidad eficaz de un conjugado de uno cualquiera de los items 1 a 33f 0 50 a un sujeto
0 paciente que lo necesita.

El método de la reivindicacién 65, en donde la enfermedad es cancer.

El método de la reivindicacién 66, en donde el cancer es un tumor solido.

Un método para tratar una enfermedad, que comprende la administracion de una
cantidad eficaz de una composicién farmacéutica de uno cualquiera de los items 51 a
53 a un sujeto o paciente que lo necesita.

El método del item 68, en donde la enfermedad es cancer.

El método del item 69, en donde el cancer es un tumor sdlido.

K*kkkk
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[00410] Se destaca que, como se utiliza en la presente, las formas singulares “un/a” y
“el/la” incluyen las referencias al plural a menos que el contexto indique claramente de otra
manera. Asi, por ejemplo, la referencia a “un reactivo” incluye uno o mas de dichos diferentes
reactivos y la referencia a “el método” incluye referencias a etapas y métodos equivalentes
conocidos para aquellos de conocimiento normal en el arte que podrian modificar o sustituir

el método descripto en la presente.

[00411] A menos que se indique de otra manera, el término "al menos" precediendo
una serie de elementos debe entenderse que se refiere a cada elemento de la serie. Aquellos
expertos en el arte reconoceran, o serdn capaces de determinar utilizando nada mas que
experimentacion de rutina, muchos equivalentes de las formas de realizacion especificas de
la invencion descriptas en la presente. Dichos equivalentes estan destinados a estar

abarcados por la presente invencion.

[00412] El término "y/0" cuando se utiliza en la presente incluye el significado de “y”, “o

y “todas o cualquier otra combinacién de los elementos conectados por dicho término".

[00413] El término “menos que” o a su vez “mas de” no incluye el nimero concreto. Por
ejemplo, menos de 20 significa menos que el nimero indicado. De manera similar, mas de o
mayor que significa mas de o mayor que el nimero indicado, por ej. mas de 80% significa mas

de o0 mayor que el nimero indicado de 80%.

[00414] A lo largo de esta descripcion y las reivindicaciones que siguen, a menos que
el contexto requiera de otra manera, la palabra “comprende” y variaciones tales como “que
comprende” y “comprendiendo”, se entenderan como que implican la inclusion de un entero o
etapa o grupo de enteros o etapas expresados, pero no la exclusién de cualquier otro entero
0 etapa o grupo de enteros o etapas. Cuando se utiliza en la presente, el término “que
comprende” puede ser sustituido con el término “que contiene” o “que incluye” o a veces
cuando se utiliza en la presente con el término “que tiene”. Cuando se utiliza en la presente

,“que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificado.

[00415] El término “incluyendo” significa “incluyendo pero no limitado a”. “Incluyendo”
e “incluyendo pero no limitado a” se utilizan indistintamente.
[00416] Como se utiliza en la presente los términos "alrededor de", "aproximadamente”

o0 “esencialmente” significan dentro del 20%, preferiblemente dentro del 15%, preferiblemente
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dentro del 10%, y més preferiblemente dentro del 5% de un valor o rango dados. También

incluye el nUmero concreto, es decir “aproximadamente 20” incluye el nimero 20.

[00417] Debe entenderse que esta invencion no esta limitada a la metodologia,
protocolos, materiales, reactivos y sustancias, etc., descriptos en la presente y como tales
pueden variar. La terminologia utilizada en la presente es con propésito de describir
solamente formas de realizacién particulares y no estd destinada a limitar el alcance de la

presente invencién, que esta definido Unicamente por las reivindicaciones.

[00418] Todas las publicaciones citadas a lo largo del texto de esta descripcion
(incluyendo todas las patentes, solicitudes de patente, publicaciones cientificas, instrucciones,
etc.), ya sea anteriormente o a continuacion, estan incorporadas de este modo a la presente
como referencia en su totalidad. Nada en la presente debe ser interpretado como una
admision de que la invencion no tiene derecho a anteceder dicha divulgacion en virtud de una
invencion anterior. En la medida en que el material incorporado como referencia contradice o

es inconsistente con esta descripcion, la descripcion prevalecera sobre dicho material.

[00419] El contenido de todos los documentos y documentos de patente citados en la
presente esta incorporado como referencia en su totalidad.

EJEMPLOS
[00420] Una mejor comprension de la presente invencion y de sus ventajas sera
evidente a partir de los siguientes ejemplos, ofrecidos con propdsito ilustrativo solamente. Los

ejemplos no estan destinados a limitar el alcance de la presente invencién de ninguna manera.

Informacién General, Materiales y Métodos

Agentes Quimicos, Solventes y Anticuerpos

[00421] Se adquirieron los agentes quimicos y solventes a Merck (Merck group,
Alemania), TCI (Tokyo chemical industry CO., LTD., Japon), Iris Biotech (Iris Biotech GmbH,
Alemania), MCE (MedChemExpress, EE.UU.) y Carl Roth (Carl Roth GmbH + Co. KG,
Alemania) y se utilizaron sin purificacion adicional. Los aminoéacidos tenian todos su
configuracion natural (es decir configuracion L), a menos que se indicara lo contrario. Los
solventes secos se adquirieron a Merck (Merck group, Alemania). Se adquirié Trastuzumab

a Roche (Hoffmann-La Roche AG, Suiza). Se adquirid Enhertu a Daichi-Sankyo (Daiichi
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Sankyd K.K', Japdn) y Brentuximab era producido por Evitria (Evitria AG, Suiza). PEG24 se
adquirié a BiochemPEG (Pure Chemistry Scientific Inc., EE.UU.).

HPLC Preparativa

[00422] La HPLC preparativa se llevo a cabo en un sistema BUCHI Pure C-850 Flash-
Prep (BUCHI Labortechnik AG, Suiza) utilizando una columna VP 250/10 Macherey-Nagel
Nucleodur C18 HTec Spum (Macherey-Nagel GmbH & Co. Kg, Alemania) para escalas

menores. Se utilizaron los siguientes gradientes: Método C: (A = H.O + TFA 0,1% (acido
trifluoroacético), B = MeCN (acetonitrilo) + TFA 0,1%, caudal 6 ml/min, 30% B 0-5 min, 30-
70% B 5-35 min, 99% B 35-45 min. Para escalas mayores, se utilizé una columna VP 250/21
Macherey-Nagel Nucleodur C18 HTec Spum (Macherey-Nagel GmbH & Co. Kg, Alemania)
con los siguientes gradientes: Método D: (A = H.O + TFA 0,1% (acido trifluoroacético), B =
MeCN (acetonitrilo) + TFA 0,1%, caudal 14 ml/min, 30% B 0-5 min, 30-70% B 5-35 min, 99%
B 35-45 min.

LC/MS

[00423] Se analizaron las moléculas pequefias, enlazador-cargas Utiles, anticuerpos y
ADC utilizando un instrumento Waters H-class equipado con un administrador de solvente
cuaternario, un Waters Sample Manager-FTN, un detector Waters PDA y un administrador de
columna Watrs con una columna Acquity UPLC Protein BEH C4 (300 A, 1,7 um, 2,1 mm X
50 mm) para anticuerpos y ADC. Aqui, las muestras se eluyeron a una temperatura de
columna de 80°C. Se utilizé el siguiente gradiente: A: acido férmico 0,1% en H,O; B: acido
formico 0,1% en MeCN. 25% de B 0-1 min, 0,4 mL/min, 25-95% de B 1-3,5 min 0,2 mL/min,
95% de B 3,5-4,5 min 0,2 mL/min, 95-25% de B 4,5-5 min 0,4 mL/min, 25-95% de B 5-5,5 min
0,4 mL/min, 95-25% de B 5,5-7,5 min 0,4 mL/min. Se realiz6 el analisis de masa con un
analizador Waters XEVO G2-XS QTof. Se ionizaron las proteinas en modo de ion positivo
aplicando una tensién de cono de 40 kV. Se analizaron los datos crudos con MaxEnt 1. Se
analizaron las moléculas pequefias y enlazador-carga util con una columna Acquity UPLC-
BEH C18 (300 A, 1,7 um, 2,1 mm x 50 mm). Aqui, se eluyeron las muestras a una
temperatura de columna de 45°C con un caudal de 0,4 mL/min. Se utilizé el siguiente
gradiente: A: acido férmico 0,1% en H,O; B: acido férmico 0,1% en MeCN. 2% de B 0-1 min,
2-98% de B 1-5 min, 98% de B 5-5,5 min, 98-2% de B 5,5-6 min, 2% de B 6-7min.

Cromatografia Preparativa de Exclusion por Tamario (SEC)
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[00424] Se realiz0 la purificacion de proteinas mediante cromatografia de exclusion por
tamafio con un sistema AKTA Pure FPLC (GE Healthcare, EE.UU.) equipada con un colector

de fracciones F9-C.

Determinacion de la Concentracion de ADC

[00425] Las concentraciones de los ADC se determinaron en una placa de 96 pocillos
con un kit Pierce™ Rapid Gold BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y un
reactivo Bradford B6916 (Merck, Alemania) con estandares de ensayo de proteinas
prediluidas de gammaglobulina bovina (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Los resultados de

ambos Ensayos se promediaron aritméticamente.

Preparacion de Muestras de los ADC y Anticuerpos para MS

[00426] Se agregaron 0,5 ul de solucion de PNGase-F (Pomega, Alemania,
Recombinante, clonada de Elizabethkingia miricola 10 u/pl) y 5 pL de una solucién 100 mM
de DTT en agua, a 50 ul de anticuerpo o ADC 0,2 mg/mL en PBS y se incubd la solucién a
37°C durante al menos 2 horas. Se sometieron las muestras a LC/MS, inyectando 2 pl para

cada muestra.

Cromatografia Analitica de Exclusidon por tamafio (SEC)

[00427] Se realizé la cromatografia analitica de exclusién por tamafio (A-SEC) de los
ADC en un sistema Vanquish Flex UHPLC System con un detector DAD, Split Sampler FT
(4°C), Column Compartment H (25°C) y bomba binaria F (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.)
utilizando una columna MAbPac SEC-1 300 A, 4 x 300 mm (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.)
con un caudal de 0,15 mL/min. Se logré la separacion de diferentes poblaciones de ADC/mAb
durante un gradiente isocratico de 30 minutos utilizando un buffer fosfato a pH 7
(NazHPO4/NaH.PO,4 20 mM, NaCl 300 mM, alcohol isopropilico 5% v/v como fase mévil. Se
cargaron 8 pg de ADC/mAb en la columna para analisis A-SEC. Se registraron

cromatogramas UV a 220 y 280 nm.

Cromatografia Analitica de Interaccién Hidrofébica (HIC)

[00428] Se realizaron las mediciones en un sistema Vanquish Flex UHPLC System (2.9)
con una columna MabPac HIC Butyl 4,6 x 100 mm (Thermo Fischer Scientific, EE.UU.). Se
logro la separacion de diferentes ADC/anticuerpos con el siguiente gradiente: A: (NH4)>.SO4 1
M, NaCl 500 mM, NaH;PO4 100 mM pH 7,4, B: NaH:PO4 20 mM, alcohol isopropilico 20%
(V/v), pH 7,4. 0% de B: 0-1 min, 0-95% de B: 1-15 min, 95% de B: 15-20 min, 95-0% de B: 20-
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23 min, 0% de B: 23-25 min, con un caudal de 700 uL/min. Se cargaron muestras del5 pg en

la columna para cada analisis. Se registraron cromatogramas UV a 220 y 280 nm.

Método General para la Conjugacion de Constructos Enlazador-Carga Util de Exatecan

basado en P5 a Anticuerpos para Lograr DAR8

[00429] Se mezclaron 50 pl de la solucién de anticuerpo 10,0 mg/ml en buffer de
conjugacion (preparado fresco buffer NHsHCO3; 100 mM, pH 8,0) con 3,33 pl de una solucion
10 mM de TCEP en buffer de conjugacion P5. Directamente a continuacion, se agregaron
1,67 ul de una solucion 40 mM del constructo P5-Exatecan disuelto en DMSO. Se agit6 la
mezcla a 350 rpm y 25°C durante 16 horas. Se purificaron las mezclas de reaccién mediante
cromatografia preparativa de exclusion por tamafio con una Superdex™ 200 Increase
10/300GL (Cytiva, Suecia) de 25 ml y un caudal de 0,8 ml/min eluyendo con PBS estéril
(Merck, Alemania). Se combinaron las fracciones que contenian anticuerpo y se concentraron
mediante filtrado rotativo (Amicon® Ultra- 2mL MWCO: 30 kDa, Merck, Alemania).

Citotoxicidad In vitro

[00430] Para investigar la citotoxicidad directa de los ADC, se incubaron las células
respectivas durante 4 dias para los ADC de brentuximal y 7 dias para los ADC de trastuzumab
con concentraciones crecientes de los ADC (0-3 pg/ml) para generar una curva de respuesta
a la dosis. Se analiz6 la mortandad usando colorante de viabilidad celular de resazurina a
una concentracion final de 55 uM (Sigma-Aldrich) dividiendo la fluorescencia de células de
control en medio por la fluorescencia de células tratadas con los ADC. Se midi6 la emision

de fluorescencia 590 nM en un lector de microplacas Infinite M1000 Pro (Tecan).

Capacidad para Espectadoras In vitro

[00431] Para analizar la actividad para espectadoras de los ADC en células negativas
para la diana, se incubaron 20.000 células positivas para la diana (SKBR-3 para ADC de
trastuzumab) con concentraciones crecientes de los ADC (0-3 ug/ml). Después de 5 dias, se
transfirio la mitad de los volimenes del sobrenadante del cultivo celular a 5.000 células
negativas para la diana (MDA-MB-468 para los ADC de rastuzumab) y se incub6 durante 5
dias. Se analizé la mortandad mediante una medicién de viabilidad basada en resazurina

como se describié anteriormente.

Dafio al ADN
[00432] Se analiz6 la regulacién positiva de los marcadores de dafio al ADN como

respuesta a los ADC o las moléculas pequefias (Exatecan y Camptotecina) mediante un lector
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basado en citometria de flujo. Para esto, se incubaron 50.000 células SKBR-3 positivas para
Her2 durante 24 horas a 72 horas con 5 pg/ml de los ADC o 5 nM de las moléculas pequefias.
Después del final del tiempo de incubacion, se tifieron las células con LIVE/DEAD™ Fixable
Aqua (Thermo Fisher Scientific) seguido por fijacién y permeabilizacion utilizando el kit BD
Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. SE
realizo el tefiido intracelular de marcadores de dafio al ADN utilizando PARP antiescindido
(Asp214) PE, anti-H2AX (pSerl39) AF647 y caspasa 3 FITC anti-activa (todos de BD
Biosciences). Las células se adquirieron en un citbmetro de flujo Cytoflex LX. (Beckmann
Coulter).

Estabilidad en Suero de los Constructos

[00433] Se filtraron en forma estéril 40 pl de suero normal de rata (conteniendo los
correspondientes ADC en una concentracion de 0,4 mg/ml en al menos suero de rata 80%
(Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) con unidades de filtro centrifugo UFC30GVO0S (Merck,
Alemania) y se incubaron a 37°C durante 1, 3y 7 dias. Las muestras para el dia 0 se

procesaron adicionalmente directamente.

[00434] Se eliminé mediante centrifugacion el sobrenadante de 50 ul de suspension de
agarosa igG antihumana (Fc-Especifica) (Sigma Aldrich, EE.UU.) y la resina remanente se
lavé tres veces con 300 pL de PBS. Se incubd la resina con 40 ul de la mezcla suero-ADC
durante 1h a temperatura ambiente. A continuacién, se separé el sobrenadante y se lavo la
resina 3 veces con 300 uL de PBS. Seguido por incubacion durante 5 minutos con 60 pl de
buffer Glicina 100 mM pH 2,3 a temperatura ambiente. Esta solucion fue retamponada con
PBS utilizando columnas Zeba™ Spin Desalting Columns de 0,5 mL con 7K MWCO (Thermo
Fisher Scientific, EE.UU.). Se procesaron adicionalmente las muestras para mediciones de
MS como se describié anteriormente. La muestra de dia 0 se analizé de una manera similar,

directamente después que se mezclaron el suero y ADC.

Estabilidad en Suero seqguido por Mediciones de Toxicidad in vitro

[00435] Se filtraron de manera estéril 50 pl de suero normal de rata (Thermo Fisher
Scientific, EE.UU.) o suero humano, conteniendo los correspondientes ADC (Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan o Enhertu en una concentracion de 0,4 mg/ml en al menos
80% de suero de rata (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) unidades de filtro centrifugo
UFC30GVO0S (Merck, Alemania) y se incubaron a 37°C durante 0, 1, 3y 7 dias. Las muestras
del dia 0 se procesaron adicionalmente directamente. Después del respectivo tiempo de

incubacién, las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C hasta

199



gue se midié la citotoxicidad. Las muestras de suero que contenian los ADC en la supuesta
concentracion de partida de 0,4 mg/mL se diluyeron sin ningan procesamiento adicional para
lograr un gradiente de concentracién con concentraciones crecientes de los ADC (0-3 pug/ml)
para generar una curva de respuesta a la dosis. Se midié la citotoxicidad in vitro con células

SKBR3 y MDA-MB-468 a continuacion, exactamente como se describié anteriormente.

Estudio Farmacocinético (PK) In vivo

[00436] Se trataron ratas Sprague-Dawley hembra intravenosamente via la vena de la
cola con 5 mg de ADC por kilogramo de peso corporal (bolo) con el respectivo ADC. Se
recolectd aproximadamente 1 mL de sangre después de 0,5h, 1 h, 4 h, 24 h, 48 h, 96 h, 168
h, 336 h, y 504 h. Se dej6 reposar las muestras de sangre a temperatura ambiente para
coagulacion durante 30 minutos. Se aisl6 el suero sanguineo a partir de las muestras después
de centrifugacion y recoleccion del sobrenadante. Se analizaron las muestras de suero

mediante ELISA como sigue.

Andlisis de las Muestras in vivo mediante ELISA

[00437] Método 1: Para evaluar la farmacocinética (PK) de los ADC in vivo, se midio la
concentracion total de anticuerpo en diferentes puntos de tiempo en suero de ratas SD
tratadas con los ADC. Se analiz6 el anticuerpo anti-CD30 humanizado total en el suero de
rata a través del rango 2000 — 15,6 ng/ml. Se recubrieron placas Nunc de 96 pocillos (100
pl/pocillo) con CD30/TNFRSF8 Recombinante Humano diluido en PBS (concentracion
requerida: 0,25 pg/ml) y se sellaron con Foil (lAmina) para PCR. Se incubaron las placas en
un refrigerador para mantener una temperatura entre 2-8°C durante la noche. Se lavaron las
placas recubiertas 3x con 300 ul de PBST. Se agregaron 200 ul/pocillo de solucidon bloqueante
(albumina 2% en PBST), se sell6 la placa y se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora.
Las placas cubiertas fueron lavadas 3x con 300 pl PBST. Se agregaron 100 pl/pocillo de
estandares preparados (2000 — 15,6 ng/ml de los respectivos ADC, QC y muestras de ensayo,
se sellaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Se lavaron las
placas 3x con 300 ul de PBST. Se agregaron 100 pl/pocillo de anticuerpo 1gG Anti-Humana
(especifica cadena y)-Peroxidasa (dilucién 1:60000 en PBS) y se incub6 durante 1h a TA. Se
lavaron las placas 3x con 300 ul de PBST. Se agregaron 50 ul/pocillo de TMB, se sellaron las
placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 15. Se agregaron 50 pl/pocillo de acido
sulfdrico 1 M. Utilizando un lector de placas Tecan Plate Reader, se midié la absorbancia a

una longitud de onda de 450 nm.
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[00438] Método 2: Para evaluar la farmacocinética (PK) de los ADC in vivo, se midio la
concentracion total de anticuerpo en diferentes puntos de tiempo en suero de ratas SD o
ratones SCID tratados con los ADC. Se analizé el anticuerpo total en el suero a través del
rango 2000 — 15,6 ng/ml. Se recubrieron placas Nunc de 96 pocillos (100 pl/pocillo) con la
diana del anticuerpo en PBS (Her2 para los ADC basados en Trastuzumab; concentracion
requerida: 0,25 pg/ml) y se sellaron con Foil (lAmina) para PCR. Se incubaron las placas en
un refrigerador para mantener una temperatura entre 2-8°C durante la noche. Se lavaron las
placas recubiertas 3x con 300 pl de PBST. Se agregaron 200 pl/pocillo de solucion bloqueante
(Albumina 2% en PBST), las placas fueron selladas e incubadas a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se lavaron las placas recubiertas 3x con 300 pl de PBST. Se agregaron 100
pl/pocillo de estandares preparados (2000 — 15,6 ng/ml de los respectivos ADC, QC y
muestras de ensayo, se sellaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 1
hora. Se lavaron las placas 3x con 300 pul de PBST. Se agregaron 100 pl/pocillo de anticuerpo
IgG Anti-Humano (especifica cadena y)-Peroxidasa (dilucién 1:60000 en PBS) y se incubd
durante 1 h a TA. Se lavaron las placas 3x con 300 pl de PBST. Se agregaron 50 pl/pocillo
de TMB, se sellaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. Se
agregaron 50 pl/pocillo de Acido Sulfarico 1 M. Utilizando un lector de placas Tecan Plate
Reader, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.

Para evaluar la estabilidad de los ADC in vivo, se midid la concentracion de los ADC intactos
en diferentes puntos de tiempo en suero de ratas SD tratadas con ADC. Se analiz6 el ADC
intacto en el suero de las ratas a través del rango 2000 — 15,6 ng/ml. Se recubrieron placas
Nunc de 96 pocillos (100 pl/pocillo) con mAb anti-Exatecan de conejo diluido en PBS
(concentracion requerida: 1 pg/ml) y se sellaron con Foil (lamina) para PCR. Se incubaron las
placas en un refrigerador para mantener una temperatura entre 2-8°C durante la noche. Se
lavaron las placas recubiertas 3x con 300 ul de PBST. Se agregaron 200 pl/pocillo de solucion
bloqueante (Albumina 2% en PBST), se sellaron las placas y se incubaron a temperatura
ambiente durante 1 hora. Se lavaron las placas recubiertas 3x con 300 pl de PBST. Se
agregaron 100 pl/pocillo de estandares preparados (2000 — 15,6 ng/ml de los respectivos
ADC, QC y muestras de ensayo, se sellaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se lavaron las placas 3x con 300 ul PBST. Se agregaron 100 pl/pocillo de
IgG (H+L) anti-humana de cabra preabsorbida (dilucion 1:25000 en PBS y se incub6 durante
1 haTA. Selavaron las placas 3x con 300 pl de PBST. Se agregaron 100 pl/pocillo de TMB,
se sellaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 min. Se agregaron
100 pl/pocillo de Acido Sulfurico 1 M. Utilizando un lector de placas Tecan Plate Reader, se

midio la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm.
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Andlisis de muestras de suero mediante MS

[00439] El sobrenadante de 50 ul de suspension de agarosa de IgG anti-humana (Fc-
Especifica) (Sigma Aldrich, EE.UU.) se separé mediante centrifugacion y la resina remanente
se lavé tres veces con 300 yuL de PBS. Se incubd la resina con 100 ul de suero, que fue
recolectado de los roedores que fueron tratados con el respectivo ADC después de ciertos
tiempos de circulacién, durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, se separé el
sobrenadante y la resina se lavo 3 veces con 300 pL de PBS. Seguido por incubacion durante
5 minutos con 60 pl de buffer Glicinal00 mM pH 2,3 a temperatura ambiente. Esta solucion
fue retamponada con PBS utilizando columnas Zeba™ Spin Desalting Columns de 0,5 mL
con 7K MWCO (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Las muestras se procesaron
adicionalmente para mediciones de MS, como se describié anteriormente.

Ejemplo 1: Sintesis del Enlazador-Carga Util

Método general 1 para la sintesis de Fenilazidas PEGiladas

OH O 2.0 eq. PEG
1.2 eq. DIAD

PEGHO @]
/©)Lo/ 1.2 eq. PPh, /©/LLO/ NaOH OH
N3 THF,0°CaTA,16h Na

[00440] En un matraz de fondo redondo de 25 mL, se disolvieron 50 mg de 4-azido-2-

hidroxybenzoato de metilo (0,259 mmol, 1,0 eq.), 0,518 mmol del PEG-alcohol deseado (2,0
ed.) y 82 mg de trifenilfosfina (0,311 mmol, 1,2 eq.) en 5 mL de THF seco y se enfrié la mezcla
de reaccion a 0°C. Se agregaron de a gotas 54 mg de azodicarboxilato de diisopropilo (0,311
mmol, 1.2 eq.) y se dejo calentar la solucién a temperatura ambiente durante la noche con
agitacion. Se separaron todos los volétiles en una corriente de N2 y se disolvieron los s6lidos
en 1 mL de NaOH 2 N. Se agit6 la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente, se
neutralizé con HCI 2N y el producto crudo fue purificado mediante HPLC preparativa.

4-azido-2-(dodecaetilenglicol)benzoato de metilo
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N3

[00441] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 1 a partir
de 18 mg de 4-azido-2-hidroxibenzoato de metilo (91 umol, 1,00 eq.), 100 mg de
dodecaetilenglicol (183 pmol, 2,0 eq), 29 mg de trifenilfosfina (110 umol, 1,2 eq.), 19 mg de
azodicarboxilato de diisopropilo (110 umol, 1,2 eq.). Se obtuvo el producto como aceite
incoloro después de HPLC preparativa (Método D) vy liofilizacién. (6,2 mg, 8,8 umol, 10%).
HR para Cs1HssN3015" [M+H]* calc.: 708,3550, hallado 708,74.

La Figura 1 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto 4-azido-2-
(dodecaetilenglicol)benzoato de metilo. El eje horizontal representa el tiempo de retencion en

minutos.

4-azido-2-(tetracosaetilenglicol)benzoato de metilo

og?

N3
Se sintetiz6 el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 1 a partir de 36 mg de
4-azido-2-hidroxibenzoato de metilo (186 umol, 1,00 eq.), 400 mg de PEG24 (372 umol, 2,0
eq), 59 mg de trifenilfosfina (223 umol, 1,2 eq.), 39 mg de azodicarboxilato de diisopropilo (223
pmol, 1,2 eq.). Se obtuvo el producto como aceite incoloro después de HPLC preparativa
(Método D) vy liofilizacion. (58 mg, 46,9 umol, 10%). MS para CssH102N3O27" [M+H]* calc.:
1236,6696, hallado 1237,05.

La Figura 2 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto 4-azido-2-
(tetracosaetilenglicol)benzoato de metilo. El eje horizontal representa el tiempo de retencién

en minutos.

Método General 2 para la sintesis de Blogques de Construccién P5 PEGilados mediante la

Reaccion de Fosfonita de Staudinger
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MaBr
) 2 THE 0°CaTA, 30 min

Il) 2,5 eq. de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN)

< 4< 3,0eq. de PEG 0 24 h, DMF, TA

A Q

Cl—P OH/OSu -
Y, i 1,0eq. /@‘L THF, 24 h, TA S‘\:\:\ #p OH/OSu
:N N3 H/IOPEG P

Oi IN HIOPEG

!
PEG

[00442] Se cargd un matraz Schlenk de 25 ml con 267 mg de
bis(diisopropilamino)clorofosfina (1,00 mmol, 1,00 eq.) bajo una atmésfera de argoén, se enfrié
a 0 °C y se agregaron de a gotas 2,20 mL de solucién de bromuro de etinilmagnesio (0,5 M
en THF, 1,10 mmol, 1,10 eq.). Se dejod calentar la solucién amarillenta a temperatura ambiente
y se agit6é durante 30 minutos adicionales. Se agregaron 3,00 mmol (3,0 eq.) del PEG-alcohol
deseado, disuelto en 5,56 mL de solucion de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 2,50 mmol, 2,50
eg.) y se agito la suspensiéon blanca durante la noche a temperatura ambiente. Se monitored
la formacion de la fosfonita deseada mediante 3'P-RMN. Se agregdé 1,0 mmol (1,0 eq.) de la
azida deseada disuelta en 2 mL de DMF, se agregé THF o MeCN y la suspension fue agitada
adicionalmente durante 24h a temperatura ambiente. Se purificd la mezcla de reaccién cruda

utilizando HPLC preparativa.

P5(PEG12)-OSu

[00443] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir
de 19,5 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (73 pmol, 1,00 eq.), 146 uL de solucion de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 73 pmol, 1,00 eq.), 100 mg de dodecaetilenglicol
(183 pmol, 2,50 eq), 400 pL de solucion de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 183 pumol) y 19 mg

de éster de N-hidroxisuccinimida del &cido 4-azidobenzoico (73 pmol, 1,00 eq.). Se obtuvo el
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producto como aceite incoloro después de HPLC preparativa (Método D) y liofilizacion. (42,5
mg, 50 pmol, 68%). *H RMN (300 MHz, Acetonitrilo-d3) & 8,06 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,32 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 4,40 — 4,14 (m, 2H), 3,79 — 3,69 (m, 2H), 3,66 — 3,47 (m, 40H), 3,21 (d, J = 13,1
Hz, 1H), 2,86 (s, 4H), 1,30 (m, 2H), 1,13 - 0,79 (m, 2H). **C RMN (151 MHz, CDCls) d 169,77,
169,46, 161,66, 161,47, 152,75, 146,09, 132,90, 132,24, 117,82, 113,97, 113,29, 89,25, 88,92,
77,27, 77,06, 76,85, 74,69, 72,57, 71,19, 70,62, 70,54, 70,51, 70,47, 70,44, 70,36, 70,27,
70,20, 69,74, 69,70, 68,14, 65,77, 65,73, 61,63, 61,60, 40,72, 30,34, 25,68. 3P RMN (122
MHz, Acetonitrilo-ds) & -10,87. HRMS Cs7HegoN2019P* calc.: 851,3573 [M+H]*, 851,3571.

P5(PEG12)-COOH

0]

oy OQAOH

O
2
R

[00444] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir
de 40 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (150 umol, 1,00 eq.), 360 yL de solucion de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 180 umol, 1,2 eq.), 245 mg de PEG12 (450 ymaol,
3,0 eq), 0,83 mL de solucién de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 450 umol, 2,5 eq.) y 39 mg de
acido 4-azidobenzoico (150 umol, 1,00 eq.). Se obtuvo el producto como aceite incoloro
después de HPLC preparativa (Método D) y liofilizacién. (25 mg, 34 umol, 23%). HR-MS para
CasHs7NO16P* [M+H]* calc.: 754,3410, hallado 754,3398

La Figura 3 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-COOH.

P5(PEG24)-OSu

(e
Joas
H< (O N2
0 PL o
24 N
// H
[00445] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir

de 41 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (159 umol, 1,00 eq.), 370 yL de solucién de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 185 pmol, 1,2 eq.), 450 mg de PEG24 (388 pmol,
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2,50 eq), 1,02 mL de solucién de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 466 umol, 3,0 eq.) y 40 mg
de éster de N-hidroxisuccinimida del acido 4-azidobenzoico (155 pmol, 1,00 eq.). Se obtuvo
el producto como aceite incoloro después de HPLC preparativa (Método D) y liofilizacién. (79
mg, 57 umol, 37%). MS para Ces1H100N2030P?* [M+2H]?* calc.: 690,3396, hallado 690,81.

La Figura 4 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG24)-OSu. El

eje horizontal representa el tiempo de retencion en minutos.

P5(PEG12, PEG12)-COOH

O

R 0 /E:fj\OH
H{o/\%;/P/\H o~
[00446] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir
de 6,8 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (25 umol, 1,00 eq.), 61 puL de soluciéon de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 31 umol, 1,2 eq.), 42 mg de Dodecaetilenglicol (76
pmol, 3,0 eq), 164 pL de solucion de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 64 umol, 2,5 eq.) y 18,4
mg de 4-azido-2-(dodecaetilenglicol) benzoato de metilo (25 umol, 1,00 eq.). Se obtuvo el
producto como aceite incoloro después de HPLC preparativa (Método D) vy liofilizacién. (4,8

mg, 3,4 umol, 13%). MS para Cs7H10sNO29P?* [M+2H]?* calc.: 649,8289, hallado 650,22.

P5(PEG12,PEG24)-COOH

[00447] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir
de 5,4 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (20 umol, 1,00 eq.), 50 puL de solucién de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 24 pmol, 1,2 eq.), 33 mg de Dodecaetilenglicol (61
pumol, 3,0 eq), 115 pL de solucién de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 51 umol, 3,0 eq.) y 25 mg

de 4-azido-2-(tetracosaetilenglicol) benzoato de metilo (20 pumol, 1,00 eq.). Se obtuvo el
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producto como aceite incoloro después de HPLC preparativa (Método D) y liofilizacion. (6,6
mg, 3,6 umol, 18%). MS para CsiH15sNO41P?* [M+2H]?* calc.: 913,9862, hallado 914,45.

La Figura 5 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12,PEG24)-

COOH. El eje horizontal representa el tiempo de retencion en minutos.

P5(PEG24,PEG24)-COOH

o]
H O. /p /(:fj\OH
<O/\>;4//P\H Oe\/obj

[00448] Se sintetizé el compuesto del titulo de acuerdo con el Método general 2 a partir
de 5,4 mg de bis(diisopropilamino)clorofosfina (20 umol, 1,00 eq.), 50 puL de solucién de
bromuro de etinilmagnesio (0,5 M en THF, 24 umol, 1,2 eq.), 65 mg de PEG24 (61 umol, 3,0
eq), 115 pL de solucion de 1H-tetrazol (0,45 M en MeCN, 51 umol, 3,0 eq.) y 25 mg de
4-azido-2-(tetracosaetilenglicol) benzoato de metilo (20 umol, 1,00 eq.). Se obtuvo el producto
como aceite incoloro después de HPLC preparativa (Método D) y liofilizacion. (18,4 mg, 7,5
umol, 37%). MS para CiosH202NOs3P?* [M+2H]?* calc.: 1178,6451, hallado 1178,69.

La Figura 6 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG24,PEG24)-

COOH. El eje horizontal representa el tiempo de retenciéon en minutos.

Sal de TFA de NH,-VC-PAB-Exatecan

11,5 eq. de Fmoc-VC-
PAB-PNP, 1,0 eq. de HOBt,
o 1,0 eq. de DIPEA, DMSO,

'O,_‘tlsl,f 50°C, 2h

Iy Dietanolamina 20% en F o
DMSO, 30 min, TA E‘J\rro
0 8]
77% de rendimiento MH
o] HN

0
*HaN S—NH;
NH

H.N-VC-PAB-Exatecan

Mesilato de Exatecan

207



[00449] Se carg0 un vial con tapa a rosca con 34,3 mg de Mesilato de Exatecan (0,0645
mmol, 1,0 eq.) y y se suspendi6é en 645 pL de DMSO seco. Se agregaron 241 uL de una
solucién de una solucion 0,4 mol/L de Fmoc-VC-PAB-PNP en DMSO seco (0,0967 mmol, 1,5
ed.), 64,5 uL de una soluciéon 1 mol/L de hidrato de HOBt en DMSO seco (0,0645 mmol, 1,0
ed.) y 113 uL de DIPEA (0,645 mmol, 10,0 eq.). se agit6 la solucién amarilla durante 2 h a
50°C. A continuacion, se agregaron 425 L de una solucién de Dietanolamina 50% en DMSO
seco (p/p) y se dejo agitar la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante otros 30
minutos. Se agregaron 1,5 mlde MeCN vy 2,5 mL de H20 y se purificé directamente la solucion
amarilla mediante HPLC preparativa, utilizando el Método D. Después de liofilizacion, se
obtuvieron 47,3 mg (76,7%, 0,0495mmol) de un solido amarillento como sal de TFA.

HR-MS para CasHsoFNsOg* [M+H]* calc.: 841,3680, hallado 841,3696

La Figura 7 muestra un cromatograma de HPLC analitica de la sal de TFA del compuesto
NH.-VC-PAB-Exatecan.

Sal de TFA de NH,-VA-PAB-Exatecan

Iy 1,5 eq. de Fmoc-VA-PAB-

PNP,
o 1.0eq deHOBt 100 eq. o
0-§~ de DIPEA, DMSO, 50°C, 2h "

MH3* U |I) Dietanclamina 20% en

F R Q
DMSO 30 min, TA Fjjro
© 0
50% de rendimiento H
o]

*HaM
Mesilato de Exatecan H.N- Va-PAB-Exatecan
[00450] Se cargd un vial con tapa a rosca con 1,23 mg de Mesilato de Exatecan

(0,00232 mmol, 1,0 eq.) y se suspendié en 23 pL de DMSO seco. Se agregaron 8,7 pL de
una solucion de una solucion 0,4 mol/L de Fmoc-VA-PAB-PNP en DMSO seco (0,00348 mmol,
1,5 eq.), 2,3 pL de una soluciéon 1 mol/L de hidrato de HOBt en DMSO seco (0,00232 mmol,
1,0 eq.) y 4 uL de DIPEA (0,0232 mmol, 10,0 eq.). Se agit6 la solucion amarilla durante la
noche a temperatura ambiente. A continuacion, se agregaron 15 pL de una solucion de
Dietanolamina 50% en DMSO seco (p/p) y se dejo agitar la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante otros 30 minutos. Se agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de H,O y se

purifico directamente la solucién amarilla mediante HPLC preparativa, utilizando el Método C.
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Después de liofilizaciéon, se obtuvieron 1,01 mg (50,0 %, 0,00116 mmol) de un sélido
amarillento como sal de TFA.
HR-MS para CaoH44FNsOs* [M+H]* calc.: 755,3200, hallado 755,3201.

La Figura 8 muestra un cromatograma de HPLC analitica de la sal de TFA del compuesto
NH2-VA-PAB-Exatecan.

NH.-VA-Exatecan

1) 3.0 eq. de Fmoc-VA-
COOH,

KIZII 2,0 eq. de Pybop, 6,0 eq. de

4~ DIPEA.2h,TA

Il) Dietanolamina 20% en b
DMSO 30 min, TA |

96,6% de rendimiento "HaN

H.N- VA-Exatecan

Mesilato de Exatecan

[00451] Se cargd un vial con tapa a rosca con 5,12 mg de Mesilato de Exatecan
(0,00964 mmol, 1,0 eq.) y se suspendié en 96 uL de DMSO seco. Se agregaron 96 L de una
solucion 300 mM de Fmoc-VA-COOH (0,02892, 3,0 eq.) en DMSO seco, 96 UL de una
solucion 200 mM de Pybop (0,01928 mmol, 2,0 eg.) en DMSO seco y 33,4 uL de DIPEA
(0,0289 mmol, 6,0 eq.) y se agitd la solucion durante 2h a temperatura ambiente. Se
agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de H,O y se purificd directamente la solucion amarilla
mediante HPLC preparativa, utilizando el Método C. Se separaron dos
Diastereoisémeros(lsémero A, primero en eluir e Isomero B, segundo en eluir). Después de
liofilizacion, se obtuvieron 5,04 mg del Isomero A (72,6 %, 0,0070 mmol), un sélido amarillo y
1,68 mg del Isbmero B (24,0 %, 0,00232 mmol), un sélido amarillo como sales de TFA.
HR-MS para Isémero A CsH3;FNsOs* [M+H]* calc.: 606,2723, hallado 606,2744.

HR-MS para Isémero B CsH3;FNsOs* [M+H]* calc.: 606,2723, hallado 606,2744).

La Figura 9 muestra un cromatograma de HPLC analitica del isomero A del compuesto NH.-

VA-Exatecan.

La Figura 10 muestra un cromatograma de HPLC analitica del isémero B del compuesto NH.-

VA-Exatecan.
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P5(PEG2)-VC-PAB-Exatecan

2.0 eq. P5(PEG2)-COOSu
5.0 eq. DIPEA

NH F DMSO, 50°C, 5h, 25% Val Cit-NH
HN \\H’N&
0 o o]

H,N-VC-PAB-Exatecan

[00452] Se cargd6 un vial con tapa a rosca con 23,4 UL de una soluciéon 200 mM de la
sal de TFA de NH2-VC-PAB-Exatecan en DMSO seco (0,00468 mmol, 1,0 eq.), 46,8 uL de
una solucién 200 mM de éster de N-hidroxisuccinimida del acido 2-(2-hidroxietoxi)etil-N-(4-
benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG2)-COOSu, 0,00936 mmol, 2,0 eq.) y 4,08 uL de
DIPEA (0,0234 mmol, 5,0 eq.). Se agité la solucién durante 5 horas a 50°C, se enfri6 a
temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de H,O y se purificd
directamente la solucién mediante HPLC preparativa, utilizando el Método C. Después de
liofilizacion, se obtuvieron 1,33 mg (25,0 %, 0,00117 mmol) de un solido amarillento.

HR-MS para CsgHsaFNgO14P* [M+H]" calc.: 1136,4289, hallado 1136,4306.

La Figura 11 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG2)-VC-
PAB-Exatecan.

P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan

OH

2.0 eq. de P5(PEG12)-

N COOCH, ol
2.5 eq. de Pybop,

5,0 eq. de DIPEA,

[#]
bl
F Q
F o
2
O o] S
NH DMS0O, TA, 2 h, 95% al Cit-MNH
HM %I—}N—@—«
0 j 0 0
*HaN [} “}—NH; G
NH \\APD\/i‘OH
"

H.N- VC-PAB-Exatecan
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[00453] Se carg6 un vial con tapa a rosca con 51 pL de una solucion 200 mM de sal de
TFA de NH2-VC-PAB-Exatecan en DMSO seco (0,0102 mmol, 1,0 eq.), 102 uL de una
solucién 200 mM de PEG12-N-(4-acido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG12)-COOH,
0,0204 mmol, 2,0 eq.) en DMSO seco, 102 uL de una solucion 250 mM de Pybop (0,0255
mmol, 2,5 eq.) en DMSO seco y 8,89 uL de DIPEA (0,051 mmol, 5,0 eq.). Se agito la solucion
durante 2 horas a temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCNy 2,5 mL de H.O y se
purific6 directamente la solucibn mediante HPLC preparativa, utilizando el Método D.
Después de liofilizacién, se obtuvieron 15,91 mg (99,0%, 0,0101 mmol) de un sélido
amarillento.

HR-MS para C7H10sFN9O24P?* [M+H]?* calc.: 788,8492, hallado 788,8485.

La Figura 12 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-VC-
PAB-Exatecan.

P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan

2.0 eq. de P5(PEG24)-COOH,
N 2.5 eq. de Pybop,
5,0 eq. de DIPEA,

NH F DMSO,TA,2h,99% Val Cit-NH
HN %‘Q\HJN—Q—Q
0 Fo 0
S—NH, g .
MH K‘P \%OH
23

H.N- VC-PAB-Exatecan

[00454] Se carg6 un vial con tapa a rosca con 102 yL de una soluciéon 200 mM de sal
de TFA de NH2-VC-PAB-Exatecan en DMSO seco (0,0204 mmol, 1,0 eq.), 204 uL de una
solucion 200 mM de PEG24-N-(4-acido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG24)-COOH,
0,0408 mmol, 2,0 eq.) en DMSO seco, 204 uL de una solucién 250 mM de Pybop (0,051 mmol,
2,5 eq.) en DMSO seco y 17,78 uL de DIPEA (0,102 mmol, 5,0 eq.). Se agit6 la solucién
durante 2 horas a temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCNy 2,5 mL de H.O y se
purifico directamente la solucibn mediante HPLC preparativa, utilizando el Método D.
Después de liofilizacién, se obtuvieron 25,76 mg (60,0 %, 0,01224 mmol) de un solido
amarillento.

HR-MS para CiooH153FN9O36P?* [M+H]?* calc.: 1053,5081, hallado 1053,50833.
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La Figura 13 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan.

P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan

0.0 0.0
0
N oH
N
o 0 ~
S NH 1,5 eq. de P5(PEG12)- $-NH {
o W COOH, d Y N

2.0 eq. de Pybop
10,0 eq. de DIPEA

F

F -
F>HI/O

0 0

NH DMSO, TA, 2 h, 32% ValAla-NH F
W %&Hﬂ_@_ﬁ
P
*HiN

0
o 0
(4]
H.N- VA-PAB-Exatecan KTL V}P“

[00455] Se cargd un vial con tapa a rosca con 11,6 pL de una solucion 100 mM de sal
de TFA de NH2-VA-PAB-Exatecan en DMSO seco (0,00116 mmol, 1,0 eq.), 8,7 uL de una
solucion 200 mM de PEG12-N-(4-acido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG12)-COOH,
0,00174 mmol, 1,5 eq.) en DMSO seco, 11,6 pL de una solucién 200 mM de Pybop (0,00232
mmol, 2,0 eq.) en DMSO seco y 2,02 uL DIPEA (0,0116 mmol, 10,0 eq.). Se agitd la soluciéon
durante 2 horas a temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml MeCN y 2,5 mL de H:O y se
purific6 directamente la solucibn mediante HPLC preparativa, utilizando el Método C.
Después de liofilizacién, se obtuvieron 0,56 mg (32,2 %, 0,000375 mmol) de un sélido
amarillento.

HR-MS para C73HgoFN;023P?* [M+H]?* calc.: 745,8252, hallado 745,8255.

La Figura 14 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-VA-
PAB-Exatecan.

P5(PEG12)-VA-Exatecan a partir del isbmero A
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1,5 eq. de P5(PEG12)-
COQH,

2.0 eq. de Pybop

10.0 eq. de DIPEA

HaN 0 DMSO, TA, 2 h, 38%

H.N- VA-Exatecan

[00456] Se carg6 un vial con tapa a rosca con 35 L de una solucién 200 mM de la sal
de TFA de NH2-VA-Exatecan (Isémero A) en DMSO seco (0,0070 mmol, 1,0 eq.), 52,5 pL de
una solucion 200 mM de PEG12-N-(4-acido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG12)-
COOH, 0,0104 mmol, 1,5 eq.) en DMSO seco, 70 uL de una solucién 200 mM de Pybop
(0,0140 mmol, 2,0 eq.) en DMSO seco y 12,2 uL DIPEA (0,07 mmol, 10,0 eq.). Se agit6 la
solucion durante 2 horas a temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de
H20 y se purific6 directamente la solucion mediante HPLC preparativa, utilizando el Método
C. Después de liofilizacion, se obtuvieron 3,6 mg (38,4 %, 0,0026 mmol) de un sdlido
amarillento.

HR-MS para CesHo2FNsO21P?* [M+H]?* calc.: 671,3013, hallado 671,3004.

La Figura 15 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-VA-
Exatecan a partir del isbmero A.

P5(PEG12)-VA-Exatecan a partir del isémero B
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[00457] Se cargd6 un vial con tapa a rosca con 11,6 pL de una solucion 200 mM de la
sal de TFA de NH2-VA-Exatecan (Isbmero A) en DMSO seco (0,0023 mmol, 1,0 eq.), 17,4 L
de una solucién 200 mM de PEG12-N-(4-4cido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG12)-
COOH, 0,00345 mmol, 1,5 eqg.) en DMSO seco, 23,3 yL de una solucién 200 mM de Pybop
(0,0046 mmol, 2,0 eq.) en DMSO seco y 4,04 uL DIPEA (0,023 mmol, 10,0 eq.). Se agito la
soluciéon durante 2 horas a temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de
H20 y se purifico directamente la solucion mediante HPLC preparativa, utilizando el Método
C. Después de liofilizacion, se obtuvieron 1,68 mg (54,0%, 0,0012 mmol) de un sélido
amarillento.

HR-MS para CesHo2FNsO21P?* [M+H]?* calc.: 671,3013, hallado 671,3004.

La Figura 16 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-VA-
Exatecan a partir del isbmero B.

P5(PEG12)-Exatecan
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DMSO, TA. 2 h, 54% “**“QQX;N_@_{D
| o @
. O
Mesilato de Exatecan % \/t{er |
[00458] Se carg6 un vial con tapa a rosca con 50 puL de una suspensiéon 100 mM de

Mesilato de Exatecan en DMSO seco (0,005 mmol, 1,0 eq.), 20 pL de una soluciéon 250 mM
de PEG12-N-(4-acido benzoico)-P-etinil fosfonamidato (P5(PEG12)-COOH, 0,005 mmol, 1,0
eg.) en DMSO seco, 20 L de una solucién 300 mM de Pybop (0,006 mmol, 1,2 eq.) en DMSO
seco y 4,33 pL de DIPEA (0,025 mmol, 5,0 eq.). Se agit6é la solucién durante 2 horas a

temperatura ambiente, se agregaron 1,5 ml de MeCN y 2,5 mL de H.O y se purifico

214



directamente la solucién mediante HPLC preparativa, utilizando el Método C. Después de

liofilizacion, se obtuvieron 2,63 mg (45,0 %, 0,0023 mmol) de un sélido amarillento.
HR-MS para Cs7H77FN4O19P* [M+H]" calc.: 1171,4899, hallado 1171,4852.

La Figura 17 muestra un cromatograma de HPLC analitica del compuesto P5(PEG12)-

Exatecan.

Ejemplo 2: Datos analiticos de los ADC Sintetizados y Materiales de Partida de los

Anticuerpos

Palivizumab

Anticuerpo/ADC SEC HIC Andlisis de MS Rendimiento
Analitica | Analitica | de las especies de ADC
DARS (concentracion
completamente de proteina)
conjugadas, después de la
DAR conjugaciony
purificacion
Ver Ver LC: -/-
La Figura | La Figura | calc.: 23439
18 19 hallado: 23438
Trastuzumab
HC:
calc.: 49146
hallado: 49149
Ver Ver LC: -/-
La Figura | La Figura | calc.: 23724
20 21 hallado: 23724
Brentuximab
HC:
calc.: 48878
hallado: 48877
Ver Ver LC: -/-
La Figura | La Figura | calc.: 23296
22 23 hallado: 23294
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HC:
calc.: 49200
hallado: 49202
Ver Ver DARprom: 4,91 80%
,/\p ,©)\* La Figura | La Figura
\ﬁoj{ T | 24 25 LC:
calc.: 25015
Trastuzumab-P5(PEG12)- hallado: 25014
VC-PAB-Exatecan
HC:
calc.: 53873
hallado: 53878
Ver Ver DARprom: 7,91 99%
(\p m La Figura | La Figura
\—TOJTB% 26 27 LC:
calc.: 25544
Trastuzumab-P5(PEG24)- hallado: 25543
VC-PAB-Exatecan
HC:
calc.: 55461
hallado: 55464
Ver Ver DARprom: 7,19 97%
,O)l} La Figura | La Figura
_/T:H n| 28 29 LC:
calc.: 24609
Trastuzumab-P5(PEG12)- hallado: 24609
Exatecan
HC:
calc.: 52658
hallado:52661
Ver Ver DARprom: 4,39 84%
(\P\ m La Figura | La Figura
LTOJT rh | 30 31 LC:
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Trastuzumab-P5(PEG12)-
VA-PAB-Exatecan

calc.: 24929
hallado: 24928

HC:
calc.: 53615
hallado:53620

Ver Ver DARprom: 7,89 7%
(\p w La Figura | La Figura
\Wo 6 32 33 LC:
calc.: 24780
Trastuzumab-P5(PEG12)- hallado: 24779
VA- Exatecan (Isbmero A)
HC:
calc.: 53168
hallado:53173
Ver Ver DARprom: 7,71 86%
(\p\ m La Figura | La Figura
\Wo jfé 34 35 LC:
calc.: 24780
Trastuzumab-P5(PEG12)- hallado: 24779
VA- Exatecan (Isbmero B)
HC:
calc.: 53168
hallado:53173
Ver Ver DARprom: 7,6 60%
(\p” m La Figura | La Figura
\—ﬁofﬁa 7| 36 37 LC:
calc.: 25300

Brentuximab-P5(PEG12)-VC-
PAB-Exatecan

hallado: 25299

HC:
calc.: 53605
hallado: 53605
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Palivizumab-P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan

hallado: 25400

HC:
calc.: 55512
hallado: 55517

Ver Ver DARprom: 8,0 71%
(\p m La Figura | La Figura
¥~k_?ﬁ?P““” 38 39 LC:
calc.: 25829
Brentuximab-P5(PEG24)-VC- hallado: 25828
PAB-Exatecan
HC:
calc.: 55192
hallado: 55191
Ver Ver DARprom: 8,0 81%
(‘p" m La Figura | La Figura
¥ﬁkgﬁfﬁmm”n 40 41 LC:
calc.: 25401

DARprom significa la proporcién de droga a anticuerpo promedio. LC: Masa de la cadena

liviana; HC: Masa de la cadena pesada.

[00459]

SEC significa cromatografia de exclusion por tamafo.

[00460]

significa cromatografia de interaccion hidrofobica.

[00461]

[00462]

[00463]

[00464]
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La Figura 18 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab.

La Figura 19 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab. HIC

La Figura 20 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab.

La Figura 21 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab.

La Figura 22 muestra un cromatograma de SEC analitica de Palivizumab.

La Figura 23 muestra un cromatograma de HIC analitica de Palivizumab.




[00465] La Figura 24 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan.

[00466] La Figura 25 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan.

[00467] La Figura 26 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00468] La Figura 27 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00469] La Figura 28 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[00470] La Figura 29 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[00471] La Figura 30 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[00472] La Figura 31 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-PAB-Exatecan.

[00473] La Figura 32 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isbmero A).

[00474] La Figura 33 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isébmero A).

[00475] La Figura 34 muestra un cromatograma de SEC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isémero B).

[00476] La Figura 35 muestra un cromatograma de HIC analitica de Trastuzumab-
P5(PEG12)-VA-Exatecan (isémero B).
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[00477] La Figura 36 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan.

[00478] La Figura 37 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan.

[00479] La Figura 38 muestra un cromatograma de SEC analitica de Brentuximab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00480] La Figura 39 muestra un cromatograma de HIC analitica de Brentuximab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00481] La Figura 40 muestra un cromatograma de SEC analitica de Palivizumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00482] La Figura 41 muestra un cromatograma de HIC analitica de Palivizumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.

[00483] Los cromatogramas de la SEC (SEC = cromatografia de exclusion por tamafio)
muestran que los conjugados muestran una baja a ninguna agregacién en solucién acuosa.
Los conjugados ADC basados en camptotecina han demostrado exhibir una fuerte tendencia
a agregarse ya durante el proceso de conjugacion del anticuerpo. Este problema esta
presente en particular cuando la fraccibn de camptotecina es conjugada mediante un VC-
PAB-Enlazador y una unidad de maleimida para conjugacion con anticuerpo (Burke et al.,
“Design, Synthesis, and Biological Evaluation of Antibody-Drug Conjugates Comprised of
Potent Camptothecin  Analogs”, Bioconjugate Chem. 2009, 20, 1242-1250,
https://doi.org/10,1021/bc9001097). En ese caso, se informé hasta un 80% de ADC

agregados.

[00484] En contraste, los datos de la SEC descriptos en la presente muestran ADC
basados en camptotecina altamente monoméricos, incluyendo aquellos que llevan un VC-
PAB-Enlazador, con menos de 5% de agregados después de purificacion en todas las
variantes ensayadas. En combinacion con los elevados rendimientos de conjugacion
descriptos en la presente, tipicamente en el rango de 80-90% en base a la determinacion de

la concentracién de anticuerpo antes y después del proceso de conjugacion, esto muestra
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claramente que se forman solamente menores porcentajes de agregados cuando se utiliza la

tecnologia de conjugacion con P5 descripta en la presente.

[00485] Los cromatogramas de la HIC (HIC = cromatografia de interaccion hidrofébica)
muestran que los conjugados exhiben una buena hidrofobicidad combinada con excelente
homogeneidad de solamente una principal especie de ADC DARS8 formada durante el proceso
de conjugacion.

Ejemplo 3: Estudio para investigar cémo sintetizar ADC de baja DAR

[00486] Pueden sintetizarse ADC de baja DAR (DAR significa “Proporcién de Droga a
Anticuerpo”) a partir de P5(PEG24)-VC reduciendo el equivalente de TCEP en el proceso de
conjugacion con el anticuerpo. Una dependencia de los equivalentes de TCEP en la DAR se

muestra en la Figura 42.

[00487] La Figura 42 muestra espectros de MS de Trastuzumab reducido, glicosilado,
después de la reaccion con diferentes equivalentes de TCEP (parte superior) y 15 eq. de
enlazador-carga util (P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan). El calculo de la DAR a partir de estos
espectros en dependencia de las cantidades de TCEP se muestra en el gréafico inferior.

Ejemplo 4: Evaluacion de la Citotoxicidad In vitro de los Constructos
[00488] Los ADC descriptos en la presente fueron evaluados en cuanto a potencia in
vitro en lineas celulares positivas para antigeno (dianas) y negativas para antigeno (no

dianas). Los resultados se ilustran en la Figura 43.

e Se observé selectividad para lineas celulares diana (positivas para antigeno) para

todos los constructos ensayados.

[00489] La Figura 43 muestra la toxicidad in vitro de los ADC de Trastuzumab (anti-
Her2) unidos a diferentes constructos de enlazador basado en Exatecan-carga Util en lineas
celulares positivas para antigeno (HCC-78, parte superior y SKBR3, parte inferior izquierda)

y una linea celular negativa para antigeno (MDA-MB-468, parte inferior a la derecha).

e El lado de escision VC-PAB proporciona una elevada actividad in vitro de los
constructos. Un control no escindible (P5(PEG12)-Exatecan) y el VA-Isémero
P5(PEG12)-VA-Exatecan (Isbmero B) no escindible conduce a una actividad

disminuida en las lineas celulares diana.
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e Se utiliz6 Enhertu como referencia para los ADC descriptos en la presente y pueden
ser considerados como importantes estandares para ADC basados en camptotecina,
ya que esta aprobada y comercializada para el tratamiento de cancer de mama positivo
para HER2 no extirpable o metastasico que ha recibido dos o mas regimenes previos

basados en anti-HER2 en el entorno metastasico.

o Los novedosos constructos descriptos en la presente exhiben similares valores de
IC50 en mortandad celular (Figura 43), y los constructos basados en P5-VC-PAB-
Exatecan muestran mejor mortandad celular absoluta en HCC-7, cuando se compara
con Enhertu (Figura 44).

[00490] La Figura 44 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Trastuzumab (anti-
Her2) (Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan) y un control de isotipo que no se une con
Palivizumab (Pali-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan) en una linea celular positiva para antigeno
(HCC-78).

e El efecto de los ADC basados en Exatecan no sélo es selectivo para la linea celular
diana, como se muestra en la Figura 43, sino también especifico para el anticuerpo

direccionado dentro de una linea celular diana, como se muestra en la Figura 44.

[00491] La Figura 45 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Brentuximab (anti-
CD30) (Bren-P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan) en dos lineas celulares positivas para antigeno
(L-540, izquierda y SU-DHL-1, derecha).

[00492] La Figura 46 muestra la citotoxicidad in vitro de un ADC de Brentuximab (anti-
CD30) (Bren-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan) en un panel de lineas celulares positivas para
antigeno (SR-786, SU-DHL-1, HH, HBLM-2, L-540, MOTN-1) y una linea celular no diana de
control (HL-60).

e Bren-P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan (Figura 45) y Bren-P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan (Figura 46) muestran efectos selectivos en un panel completo de diferentes
lineas celulares positivas para CD30. Se utiliz6 HL-60 para demostrar la selectividad

para la diana, ya que no se observo ningun efecto en esta linea celular.
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Ejemplo 5: Efecto Espectador In vitro

Un efecto espectador es ventajoso para la actividad in vivo de los ADC especialmente
en el contexto de tumores sdlidos, ya que permite la muerte de células tumorales con

niveles de expresion diana heterogéneos

En consecuencia, los inventores disefiaron un experimento en donde células diana
(SKBR3, Her2+) se incubaron con constructos Trastuzumab-based Tras-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan y Enhertu y se trataron células no diana (MDA-MB-468) con el
sobrenadante del cultivo de SKBR3. Las células MDA-MB-468 solo pueden ser
matadas mediante una muerte de espectadoras efectiva en este entorno, ya que los
ADC no inducen la muerte solos en esta linea celular.

El efecto espectador fue igualmente elevado para Enhertu que para P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan.

[00493] La Figura 47 muestra la evaluacion del efecto espectador de Trastuzumab-

P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan en directa comparaciéon con Enhertu. Citotoxicidad in vitro de

los ADC en una linea celular positiva para antigeno (SKBRS3, parte superior izquierda) y una

linea celular negativa para antigeno (MDA-MB-468, parte superior derecha). La transferencia

del sobrenadante después de incubacién de SKBR-3 con los ADC a MDA-MB-468 se llevo a

cabo con el objeto de evaluar la muerte de espectadoras (MDA-MB-468, parte inferior).

Ejemplo 6: Dafio al ADN

El mecanismo de accion de los ADC basados en Camptotecina es la ruptura de la
hebra simple de ADN después de la inhibicion de la Topoisomerasa | nuclear, seguido

por la ruptura de la doble hebra después de la replicacion de Fase S.

Un lector del dafio al ADN es la fosforilacién de Histona H2A.X en Ser139, Caspasa 3
activada y PARP activada.

Los inventores investigaron los tres marcadores mediante FACS después de
tratamiento de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan y Enhertu

[00494] La Figura 48 muestra la cuantificacion relativa de fosforilacion de Histona

H2A.X (parte superior izquierda), Caspasa 3 activada (parte superior derecha) y PARP

activada (parte inferior izquierda) y la viabilidad celular (parte inferior a la derecha) después
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de tratamiento de células SKBR-3 con Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan, Enhertu,

en Exatecan conjugado o Camptotecina no conjugada después de 1, 2 o 3 dias versus no

tratadas.

Este conjunto de datos demuestra claramente que la mortandad celular, descripta en
los ejemplos previos es mediada por el modo de accion de las cargas Utiles, que son

suministradas mediante los ADC.

No se observaron diferencias significativas cuando se trataron células ya sea con
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan o bien con Enhertu.

Ejemplo 7: Estabilidad en Suero

La conjugacion estable es un factor clave para una eficacia constante durante la
circulacion de los ADC y para reducir la toxicidad fuera de diana.

Para evaluar la estabilidad de los constructos descriptos en la presente en directa
comparacion con Enhertu, los inventores incubaron P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan y
Enhertu con suero de rata para diferentes puntos de tiempo a 37°C, seguido por

medicion de la proporcién de droga-a-anticuerpo mediante LC/MS

[00495] La Figura 49 muestra la proporcion de droga a anticuerpo Enhertu y
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan después de incubacion en suero de rata a 37°C durante 0, 1,

3y 7 dias. Se midi6 la proporcién de droga a anticuerpo mediante MS después de extraccion
del ADC del suero.

Enhertu perdié significativamente enlazador-carga util en suero (63% de pérdida de
carga util), conduciendo a una DAR drasticamente reducida de 3, ya después de 3
dias

En contraste, P5 es estable con una DAR de 7,6 después de 7 dias (5% de pérdida de

carga util).

Ejemplo 8: Estabilidad en Suero Seguida por Mediciones de Toxicidad in vitro

[00496] Los resultados de estos experimentos se brindan en las Figuras 50 y 51.

[00497] La Figura 50 muestra la citotoxicidad de los ADC Trastuzumab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan (parte superior), Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan (parte
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media) y Enhertu (parte inferior) medida después de 0, 1, 3y 7 dias de incubacién con suero
de rata a 37°C en una linea celular MDA-MB-468 negativa para Her2 (izquierda) y una linea

celular SKBR3 positiva para Her2 (derecha).

[00498] La Figura 51 muestra la citotoxicidad de los ADC Trastuzumab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan (parte superior), Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan (parte
media) y Enhertu (parte inferior) medida después de 0, 1, 3y 7 dias de incubacién con suero
humano a 37°C en una linea celular MDA-MB-468 negativa para Her2 (izquierda) y una linea

celular SKBR3 positiva para Her2 (derecha).

[00499] Las Figuras 50 y 51 muestran una eficacia in vitro decreciente en la linea
celular diana SKBR3 con tiempos de incubacion crecientes para Enhertu en suero de rata asi
como en suero humano. Este efecto es mucho menos pronunciado-ausente para constructos
Trastuzumab P5-VC-PAB-Exatecan en ambos suero humano y suero de rata. Asi, en
contraste con Enhertu, el ADC de acuerdo con una forma de realizacién de la invencién

mantiene su eficacia a lo largo del tiempo de incubacion.

[00500] Més aun, Enhertu muestra un efecto inespecifico creciente sobre la linea
celular negativa para diana MDA-MB-468 con tiempos de incubacion crecientes en suero de
rata asi como en suero humano. Esta inespecificidad creciente esta ausente para constructos
Trastuzumab P5-VC-PAB-Exatecan en ambos suero humano y suero de rata. En
concordancia, en contraste con Enhertu, el ADC de acuerdo con una forma de realizaciéon de
la invencién mantiene su selectividad para la linea celular diana a lo largo del tiempo de

incubacion.

Ejemplo 9:Evaluacion In vivo de los Constructos
e Se llevaron a cabo experimentos (PK) in vivo de Farmacocinética con Brentuximab-
P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan

e Se trataron ratas Sprague Dawley hembras con 5 mg/kg de Brentuximab-P5(PEG12)-
VC-PAB-Exatecan

e Se realiz6 el muestreo sanguineo después de diferentes puntos de tiempo y se
cuantifico la cantidad de ADC en un ensayo de ELISA de anticuerpo Brentuximab total
de acuerdo con el Método 1 descripto anteriormente en Informacion General,

Materiales y Métodos.
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[00501] La Figura 52 muestra la cuantificacion de la cantidad de anticuerpo total en
circulacion sanguinea después de tratamiento de ratas Sprague-Dawley hembras con
Brentuximab-P5(PEG12)-VC-PAB-Exatecan-DAR8 mediante ELISA.

e EIl experimento muestra claramente un buen comportamiento PK con una tasa de

eliminacion (clearance) razonable.

Ejemplo10: Curvas de fusion evaluadas mediante NanoDSF

[00502] Se determind la estabilidad térmica de las proteinas utilizando fluorimetria
nanodiferencial de barrido (hanoDSF) que mide los cambios dependientes de la temperatura
en la fluorescencia intrinseca de los residuos triptofano y tirosina (Tycho NT,6, NanoTemper
Technologies). Para ello, se absorbi6é en un capilar 1 uM de anticuerpo o ADC en PBS que
fue subsiguientemente colocado en un lector. A continuacién, se midié la fluorescencia
intrinseca de las proteinas a 330 nM y 350 nM mientras se incubaban a temperaturas
crecientes. Los cambios en la sefial de fluorescencia indicaron transiciones en el estado de
plegamiento de las proteinas y las temperaturas a las cuales ocurrian las transiciones se
designaron como temperaturas de inflexién (Ti) o también temperaturas de fusién (Tm)
(Haffke, M. et al., Label-free Thermal Unfolding Assay of G Protein-Coupled Receptors for
Compound Screening and Buffer Composition Optimization. 2016.).

[00503] La Figura 53 muestra las curvas de fusion de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan y Enhertu determinadas utilizando fluorimetria nanodiferencial de barrido
(nanoDSF). Las curvas de fusién de Enhertu y Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
se superponen, lo que muestra que la estabilidad biofisica de las proteinas de los dos ADC

es similar con casi idénticas temperaturas de fusion.

Ejemplo 11: Unién a Her2 extracelular evaluada mediante Citometria de Flujo

[00504] Para determinar las constantes de unién de equilibrio (Kp), se incubaron células
SKBR3, positivas para Her2+ con anticuerpos y ADC en concentraciones en el rango de
0,0001 a 200 nM vy se tifieron con un anticuerpo secundario IgG H+L antihumano marcado
con colorante Alexa (Thermo Fisher Scientific) y se analiz6 mediante citometria de flujo. Las
relaciones de intensidad de fluorescencia media (MFI, por sus siglas en inglés) se

normalizaron con el control de unién no especifica. Se realizé el ensayo por duplicado y se
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analizaron los puntos de datos mediante regresion no lineal utilizando un modelo de unién
especifica de un sitio para derivar los valores de Kp utilizando el software Prism 9. El grafico

en la Figura 54 muestra las medias de n = 2 + SEM.

[00505] La Figura 54 muestra un grafico para determinar las constantes de unién de
equilibrio (Kp) para la union de Enhertu y Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan a Her2
extracelular, y los valores obtenidos para las constantes de union de equilibrio (Kp). Los
resultados muestran que la unién de Enhertu y Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
a Her2 extracelular no es significativamente diferente, lo que indica que la capacidad biofisica

de los dos ADC de unirse al receptor Her2 diana es similar con casi idénticas Kp.

Ejemplo 12: Ensayo de estrés de agregacion

[00506] Se formularon Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan que tiene una
proporcion de droga a anticuerpo de 8 (indicado en la presente como “DARS8”) y Enhertu en
un buffer que contenia Fosfato 20 mM, Trehalosa 20 mM y Polisorbato 20 0,009% a 1 mg/ml.
Las muestras se filtraron de manera estéril utilizando unidades de filtro centrifugo
UFC30GVO0S (Merck, Alemania) y se incubaron a 4°C o a 37°C en la oscuridad. Se retiraron
muestras de 50ul después de 1,2,3 y 4 semanas y se analizaron mediante Cromatografia de

Exclusion por tamafio como se describié anteriormente.

[00507] Se conoce que la agregacién de ADC, que ocurre durante la circulacion en el
paciente, causa toxicidades fuera de la diana. La Figura 55 muestra el porcentaje de
agregados formados cuando se incub6 Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y
Enhertu a 37°C y 4°C en la oscuridad después de 0, 1, 2 y 4 semanas. Los resultados
muestran claramente una agregacion reducida para Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan DAR8 ADC en las condiciones de incubacién comparando con Enhertu, como una

ventaja de la tecnologia descripta en la presente.

Ejemplo 13: ADCC de anticuerpos conjugados

[00508] Para el ensayo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo basada en
la liberacidon de Calceina (ADCC, por sus siglas en inglés), células naturales asesinas (NK,
por sus siglas en inglés) primarias, congeladas, derivadas de donantes sanos, aisladas de
células mononucleares de sangre periférica (PBMCS, por sus siglas en inglés) mediante
seleccién negativa, se adquirieron como células efectoras (Lonza). Se tifieron células diana
positivas para Her2 con Calcein AM 16 puM (Thermo Fisher Scientific). Se incubaron las

células NK y diana en una proporcion de efectoras a diana de 3:1 durante 4 h a 37°C en
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presencia de Trastuzumab 50 nM, Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan, Enhertuy un
isotipo de IgG1 humana comercial (BioLegend). Células permeabilizadas con Triton X 2,5%
(Sigma-Aldrich) sirvieron como control positivo. Se transfirieron los sobrenadantes a una
placa de 96 pocillos de no unién negra plana (Greiner Bio-One) y se midio la fluorescencia a
485/535 nM mediante el lector Infinite M1000 Pro (Tecan).

[00509] Se calculd la mortandad especifica porcentual dividiendo la Calceina liberada
por la mortandad mediada por anticuerpo menos la liberacién de Calceina de trasfondo (NK
+ dianas) de la Calceina liberada por las células permeabilizadas con Triton X (mortandad
maxima) menos la liberacién de Calceina de trasfondo (sélo dianas). Se determiné la ADCC
méaxima/mortandad especifica a 15 pg/ml o se generé una curva de mortandad dependiente
de la concentracion que fue analizada mediante regresion no lineal utilizando un modelo de

union especifica de un sitio.

[00510] La Figura 56 muestra la mortandad especifica porcentual medida en un ensayo
de citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo en base a la liberacion de calceina con
células diana SKBR-3, SKOV-3 y N87 positivas para Her2 cuando se utiliza Trastuzumab no
conjugado, el ADC Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan que tiene una proporcion de
droga a anticuerpo de 8 (DARS8), Enhertu y un control de isotipo. Los resultados muestran un
mejor efecto de ADCC para Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando
con Enhertu. Las funciones efectoras son menos influenciadas cuando se utiliza
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 que tiene un enlazador P5, comparando

con Enhertu.

Ejemplo 14: Internalizacion de anticuerpos conjugados

[00511] Para la investigacién de la internalizacion basada en pHrodo, se marcaron
anticuerpos y ADC con el kit pHrodo™ Deep Red Antibody Labeling Kit (Thermo Fisher
Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se incubaron células de tumor
soélido positivas para Her2 y células negativas con 5 ug/ml de anticuerpos o ADC marcados
con pHrodo durante 1 h, 5 hy 24 h a 37°C. Un aumento en MFI indica la presencia de
anticuerpos en compartimentos endosémicos y lisosémicos tardios. La proporcion MFI se

determingd dividiendo la MFI de células incubadas con pHrodo por la MFI de células no tefiidas.

[00512] La Figura 57 muestra los resultados de la investigacion de internalizacién en

base a pHrodo utilizando Trastuzumab conjugado, Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-

Exatecan DAR8 y Enhertu con células SKOV-3 positivas para Her2 y células MDA-MB-468

negativas para Her2. La internalizacion en células Her2 diana es similar para Trastuzumab-
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P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con Enhertu, mientras que la
internalizacion no deseada en células negativas es menor. Esta observacién puede reducir

las toxicidades fuera de diana, causadas por la internalizacién de ADC en células no diana.

Ejemplo 15: Datos de eficacia in vitro adicionales en directa comparacion con Enhertu
[00513] Se midio la citotoxicidad in vitro como se describe anteriormente en Informacion

General, Materiales y Métodos.

[00514] La Figura 58 muestra los resultados de las mediciones de citotoxicidad in vitro
llevadas a cabo utilizando Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu con
las células positivas para Her2 SKBR-3 (Her2++), N87 (Her2++), HCC-1569 (Her2++), HCC-
78 (Her2+), OE-19 (Her2+), SK-GT-2 (Her2+) y SKOV-3 (Her2++). Se observé una mejor
eficacia in vitro para Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con
Enhertu en particular en lineas celulares que no expresan en gran medida Her2 (indicadas en

la Figura 58 como “Her2+").

Ejemplo 16: Capacidad en espectadoras in vitro evaluada mediante transferencia de
sobrenadantes

[00515] Se midi6 la capacidad en espectadoras in vitro como se describe anteriormente
en Informacién General, Materiales y Métodos. Ademas de los conjuntos de datos
mencionados anteriormente, se utilizaron otras lineas celulares (Karpas 299 (Her2-) y DU-145

(Her2-)) para ensayar el material transferido.

[00516] La Figura 59 muestra los resultados de la capacidad en espectadoras in vitro
medida después de incubacién con células SKBR3 positivas para Her2 con Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu, y transferencia de sobrenadantes a células
Karpas-299 y DU-145 negativas para Her2. Se observé un mejor efecto espectador para
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con Enhertu.

Ejemplo 17: Capacidad en espectadoras in vitro evaluada mediante FACS

[00517] Para el ensayo en espectadoras basado en cocultivo, se incubaron células
SKBR-3 positivas para Her2 y células MDA-MB-468 negativas para Her2 en una proporcién
5:1 con concentraciones crecientes de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan y
Enhertu hasta una concentracién maxima de 3 pug/ml. Después de un tiempo de incubacion
de 5 dias, se tifieron los cocultivos mediante aHer2-FITC (BioLegend) y el kit Fixable Aqua

Dead Cell Stain Kit (Thermo Fisher Scientific). Como lectura para el efecto espectador, se
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determind el porcentaje de células positivas y negativas para Her2 mediante citometria de

flujo.

[00518] La Figura 60 muestra los resultados de mediciones de la capacidad en
espectadoras in vitro de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 y Enhertu en un

cocultivo de células SKBR-3 positivas para Her2 y células MDA-MB-468 negativas para Her2.
Se observé un efecto espectador levemente mejor para Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-

Exatecan DAR8 comparando con Enhertu, también cuando se cocultivaron las células.

Ejemplo 18: Citotoxicidad en células primarias humanas

[00519] Se midio la citotoxicidad in vitro contra células endoteliales de la vena umbilical
humanas, células endoteliales bronquiales humanas, células endoteliales sinusoidales
hepéticas, células de Schwann, células epiteliales tubulares proximales renales humanas,
fibroblastos dérmicos humanos normales, células epiteliales cérneas humanas y THLE-3
(hepatocitos), como se describe en Informacion General, Materiales y Métodos.

[00520] La Figura 61 muestra los resultados de mediciones de citotoxicidad llevadas a
cabo en células endoteliales de la vena umbilical humanas, células endoteliales bronquiales
humanas, células endoteliales sinusoidales hepéticas, células de Schwann, células epiteliales
tubulares proximales renales humanas, fibroblastos dérmicos humanos normales, células
epiteliales cérneas humanas y THLE-3 (hepatocitos) utilizando Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan DARS, Enhertu y Palivizumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8. Se muestra la
citotoxicidad de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con
Palivizumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu. El modelo utiliza células
cultivadas de tejido humano sano y en consecuencia es una medicién in vitro de toxicidad
indeseada. A lo largo de todos los tipos de tejido ensayados, el conjunto de datos muestra
gue el efecto indeseado en este caso de toxicidad fuera de diana es menos pronunciado para
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 comparando con Enhertu. El conjunto de
datos indica una ventana terapéutica mas amplia, originada en la tecnologia descripta en la
presente patente, ya que el panel de la Figura 61 muestra menos efecto indeseado en las
lineas celulares no diana, mientras que el panel de la Figura 58 muestra un mejor efecto

deseado en las lineas celulares diana.

Ejemplo 19: Evaluacion PK in vivo de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS

versus Enhertu en ratones SCID
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[00521] Se realizaron experimentos de farmacocinética in vivo (experimentos PK) con
un Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 en ratones SCID hembras que fueron
tratadas con 20 mg/kg de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 o Enhertu. Se
realizé el muestreo sanguineo después de diferentes puntos de tiempo y se cuantificd la
cantidad de ADC en un ensayo de ELISA de anticuerpo total de acuerdo con el Método 2
como se describen en Informacién General, Materiales y Métodos. La proporcién de Droga-
a-Anticuerpo (DAR) del ADC (integridad enlazador) se analiz6 mediante MS intacta, como se

describe anteriormente n Informacion General, Materiales y Métodos.

[00522] La Figura 62 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo
llevados a cabo con Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 en ratones SCID
hembras que fueron tratadas con 20 mg/kg de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DARS8 o Enhertu como referencia. El conjunto de datos obtenido del ensayo ELISA muestran
una eliminacion (clearance) similar del organismo durante la circulacion para Trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 y Enhertu. Mas aun, el andlisis de DAR confirma la
estabilidad de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 in vivo con una mejora
dréstica respecto de la estabilidad de Enhertu.

Ejemplo 20: Eficacia in vivo para tratamiento de tumores

[00523] Todos los experimentos en animales se llevaron a cabo de acuerdo con la ley
de bienestar animal y se aprobaron por las autoridades locales. Brevemente, se inyectaron
subcutaneamente 1x107 células MDA-MB-468 a ratones CB17-Scid. El tratamiento se inicié
cuando los tumores alcanzaron un volumen tumoral medio de 0,188 cm? 28 dias después de
la implantacion. Se trataron 5 animales por grupo una vez con 1 mg/kg, 3 mg/kg o 10 mg/kg
de H8-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR 8 o vehiculo, como inyeccién intravenosa después
de aleatorizacién en grupos de tratamiento y de control. Se registraron los volimenes

tumorales, pesos corporales y condiciones de salud general a lo largo del estudio completo.

[00524] La secuencia de anticuerpo H8 humanizado originada de la solicitud
internacional de patente WO 2006/031653, que estd dirigida a anticuerpos 5T4. Se
expresaron transitoriamente los anticuerpos en células Expi-CHO-S (Thermo Fisher)
cotransfectando las células con los plasmidos de expresion pcDNA3,4 (Thermo Fisher), que
codifican la cadena pesada y cadena liviana de las respectivas secuencias en una proporcién
1:1, utilizando el sistema de transfeccion Expi-CHO (Thermo Fisher). Se cosecharon las
células mediante centrifugacién a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Para clarificar las

microparticulas del sobrenadante, se centrifugaron los sobrenadantes a 4000-5000 g durante
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30 min a 4 °C. Para clarificacion adicional, se pasaron los sobrenadantes a través de un filtro
de 0,22 um. Se purificaron los anticuerpos a partir de los sobrenadantes clarificados y filtrados
mediante cromatografia de Proteina A y se analizaron mediante HPLC-SEC, HPLC-HIC, LC-
MS y SDS-PAGE. Serealizé a continuacion la conjugacion de P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
para generar un ADC de DARS8, como se describe anteriormente en Informacion General,
Materiales y Métodos. Se eligié el anticuerpo H8 5T4 para generar un conjunto de datos in

vivo a modo de ejemplo en un modelo de tumor sélido, diferente de Her2.

[00525] La Figura 63 muestra el volumen tumoral medio de ratones CB17-Scid
determinado en un modelo de tumor sélido después de tratamiento con H8-P5(PEG24)-VC-
PAB-Exatecan DARS8. La Figura 64 muestra el peso corporal de ratones CB17-Scid después
de tratamiento con H8-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8. No ocurrié pérdida en el peso
corporal en el modelo de tumor sélido. En concordancia, los efectos in vitro medidos también
se traducen en una elevada eficacia in vivo para los ADC basados en P5(PEG24)-VC-PAB-
Exatecan DAR 8. Se demostr6 una eficacia dependiente de la dosis in vivo cuando se
administraron dosis eficaces de entre 1 y 3 mg/kg en un modelo de tumor solido desafiante.
5/5 respuestas completas a una unica dosis de 1y 3 mg/kg.

[00526] Se obtuvieron similares resultados de eficacia en otro modelo de tumor sélido,
a saber un modelo de xenoinjerto in vivo basado en OVCAR-3, con un ADC derivado de un
anticuerpo anti-NaPi2B, cuya secuencia se origina de la solicitud de patente US 2017/0266311
Al. La preparaciéon del ADC y el experimento se realizaron como se describe anteriormente

para el anticuerpo H8.

[00527] Mas aln, un estudio con un modelo de xenoinjerto in vivo basado en N87, con
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 esta actualmente en ejecucién y se

espera que brinde los mismos/comparables resultados en términos de eficacia in vivo.

Ejemplo 21: Evaluacion PK in vivo de anti-diana-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8 en
ratas SD

[00528] Se realizaron experimentos de farmacocinética (experimentos PK) in vivo en
ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de H8-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DARS8 o el anticuerpo H8 no madificado. EIl anticuerpo y el ADC se obtuvieron como se

describe previamente.
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[00529] Se realiz6 el muestreo sanguineo después de diferentes puntos de tiempo y se
cuantific la cantidad de ADC en un ensayo ELISA de antibidtico total de acuerdo con el
Método 2 como se describe anteriormente en Informacion General, Materiales y Métodos. Se
confirmé la integridad de los ADC mediante ELISA de los ADC. La proporcion de Droga-a-

Anticuerpo (DAR) de los ADC (integridad enlazador) se analiz6 mediante MS intacta.

[00530] La Figura 65 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo
(experimentos PK) obtenidos en ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de H8-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 o0 el anticuerpo H8 no modificado. La buena
superposicion entre mab no modificado y ADC en ELISA de mAb total muestra que la
conjugacion de las ocho moléculas de enlazador-carga util no influencia negativamente la
eliminacion (clearance) del ADC completo de la circulacién. EI ADC DARS se elimina con una
cinética de tipo mAb. La elevada superposicién entre mab total y ADC intacto confirma la
buena estabilidad in vivo, que esta subrayada por la DAR que se estimaba mediante MS. Las
mediciones de MS confirman que DAR 8, es decir la conjugacién total del enlazador-carga (til

al anticuerpo, se mantiene después de 3 semanas de circulacion in vitro.

Ejemplo 22: Sintesis y caracterizacion de Trastuzumab P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DAR4

[00531] Con el objeto de lograr una conjugacion estadistica de los ocho residuos
cisteina de P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan a la IgG1 Trastuzumab, se ajusté levemente el
protocolo de conjugacién mencionado anteriormente en Informacion General, Materiales y
Métodos, como sigue: La concentracion del mAb se redujo a 1 mg/ml, los equivalentes de
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan para la reaccion de conjugacion se redujeron a 10 y los
equivalentes de TCEP se redujeron a 3. Se caracterizaron los ADC mediante MS y se calcul6
una proporciéon de Droga-a-Anticuerpo de 4 (DAR4) como se describe anteriormente.
Ademas, el producto se caracterizé mediante HIC, demostrando una distribucion de especies
DARO a DAR8. También se caracteriz6 el producto mediante SEC, demostrando

homogeneidad.

[00532] La Figura 66 muestra los cromatogramas de HIC y SEC de Trastuzumab
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR4 que tienen un DAR promedio de 4.

[00533] Se destaca que el término “Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DAR4” o “Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR4” se refiere a un ADC que tiene una

proporcion promedio de droga a anticuerpo de 4 (DAR4), el cual se utiliza en los Ejemplos 22
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y 23. Por otra parte, el término “Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS”, “Tras-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS”, “Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan”, “Tras-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan” o lo similar, es decir también sin indicacion de la DAR, cuando
se utiliza en la presente siempre se refieren a un ADC que tiene una proporcién de droga a
anticuerpo de 8 (DARS); ver, por ej. también la Tabla bajo el Ejemplo 2 anterior en cuanto a
la estructura y DAR de “Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan”.

Ejemplo 23: Evaluacion de PK in vivo de Trastuzumab P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DAR4

[00534] Se realizaron experimentos de farmacocinética in vivo (experimentos PK) en
ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de Tras-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan
DAR4 que tenia una proporcion promedio de droga a anticuerpo de 4 (DAR4). Se realizé el
muestreo sanguineo después de diferentes puntos de tiempo, y se cuantificd la cantidad de
ADC en un ensayo ELISA de anticuerpo total. Se confirmo la integridad de los ADC mediante
ELISA de ADC intacta.

[00535] La Figura 67 muestra los resultados de experimentos farmacocinéticos in vivo
(experimentos PK) obtenidos en ratas SD hembras que fueron tratadas con 10 mg/kg de Tras-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR4. El buen perfil de PK, altamente comparable con el H8
no modificado ensayado en el Ejemplo 21 anterior e ilustrado en la Figura 65, panel superior
a la izquierda, muestra que la conjugacion estadistica de cuatro moléculas de P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan a los ocho residuos cisteina del enlazador-carga atil no influencia
negativamente la eliminacion (clearance) del ADC completo de la circulaciéon. Los ADC que
tienen un DAR promedio de 4 se eliminan con una cinética de tipo mAb. La alta superposicién

entre mab total y ADC intacto confirma buena estabilidad in vivo.

Ejemplo 24: Evaluacion in vivo de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS
versus Enhertu

[00536] Todos los experimentos en animales se llevaron a cabo de acuerdo con la ley
de bienestar animal y se aprobaron por las autoridades locales. Brevemente, se inyectaron
subcutaneamente 2x10° células NCI-N87 (una linea celular de cancer gastrico sélido humano)
en ratones CB17-Scid. Se inicio el tratamiento cuando los tumores alcanzaron un volumen
tumoral medio de 0,1-0,15 cm®. Se trataron 10 animales por grupo una vez con 0,25, 0,5,1 0
2 mg/kg, de Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR 8 o Enhertu. Se trataron 5
animales por grupo con vehiculo o con 2 mg/kg de Palivizumab-P5(PEG24)-VC-PAB-

Exatecan como control de isotipo. Se administraron todos los ADC como inyeccion
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intravenosa después de aleatorizacion de los animales en grupos de tratamiento y de control.
Se registraron los volimenes tumorales, pesos corporales y condiciones de salud general a

lo largo del estudio completo.

[00537] La Figura 68 muestra los resultados de una evaluacion in vivo de trastuzumab-
P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan que tiene una proporcion de droga a anticuerpo de 8 (DARS).
Se informan los resultados iniciales después de varios dias de observacion del crecimiento
tumoral. Ya después de este periodo inicial de 7 dias, se observa que el constructo
Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DAR8 conduce a una mayor reduccién del tumor
comparando con Enhertu en todos los grupos de tratamiento. Este efecto es el méas
pronunciado en 0,5 mg/kg, en donde Trastuzumab-P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan DARS8
conduce a la regresion tumoral, mientras que Enhertu conduce a la progresion. Se espera
gue este efecto sea mas pronunciado, conforme este estudio proceda adicionalmente. La
eficacia de todos los ADC, direccionados, basados en Trastuzumab es dependiente de la
dosis. Debe notarse que el ADC de control de isotipo de no union Palivizumab-P5(PEG24)-
VC-PAB-Exatecan a la mas alta dosis no condujo a ningun efecto, ya que los tumores se
comportaron como en el control vehiculo, mostrando el efecto especifico del suministro de

droga mediado por el anticuerpo para el sistema enlazador P5(PEG24)-VC-PAB-Exatecan.
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